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ÖZET 

 

Atmaca, L., Antineoplastik İlaçların DNA ile Etkileşmelerinin UV-Görünür 

Bölge Spektroskopisi ile İncelenmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Analitik Kimya Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. Çok hızlı 

bir şekilde çoğalan hücreler sebebiyle ortaya çıkan kanser hastalığının tedavisinde 

öncelikli amaç, hücrelerin kontrolsüz olarak çoğalmasını baskılamaktır. Farklı 

yöntemler kullanarak DNA’nın bazı kimyasal maddelerle (ilaç, metal, çevresel atıklar 

vb.) etkileşme türünün belirlenebilmesi, yeni ilaç tasarımlarının geliştirilmesi için 

önemlidir. Birçok kanser ilacı DNA molekülü ile etkileşmektedir. Bu tez çalışmasında; 

pirimidin nükleozidi, antineoplastik etkili, sentetik bir madde olan Gemsitabin 

HCl’nin (GMB) ve Camptothecin alkaloidinin semisentetik türevi, antineoplastik 

etkili bir madde olan İrinotekan HCl’nin (İTN) DNA ile etkileşmelerinin UV 

spektrofotometrik yöntemle incelenmesi ve DNA’ya bağlanma mekanizmalarının 

aydınlatılması için çalışmalar yapılmıştır. Çalışmalar hem sulu ortamda, hem de iki 

farklı pH (pH 7,4 ve pH 4,7) değerindeki tampon çözelti ortamında gerçekleştirilmiştir. 

Elde edilen sonuçlara göre; GMB’nin DNA ile etkileşmesinin oluğa bağlanma, 

İTN’nin DNA ile etkileşmesinin ise interkalasyon yoluyla gerçekleştiği görülmüştür. 

DNA-GMB kompleksi için pH 7,4 tampon çözeltisindeki bağlanma sabiti değeri 1948 

M-1 olarak hesaplanırken, pH 4,7 tampon çözeltisindeki bağlanma sabiti değeri 956  

M-1 olarak hesaplanmıştır. DNA-İTN kompleksi için 220 nm’deki pike göre pH 7,4 

tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 12632 M-1 olarak 

hesaplanırken, pH 4,7 tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 10825 

M-1 olarak hesaplanmıştır. 255 nm’deki pike göre pH 7,4 tampon çözeltisindeki 

kompleksin bağlanma sabiti değeri 6348 M-1 olarak hesaplanırken, pH 4,7 tampon 

çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 2798 M-1 olarak hesaplanmıştır. Bu 

verilerin ışığında bağlanma sabitinin kan pH’ında daha yüksek olduğu anlaşılmıştır. 

DNA-ilaç etkileşmeleri ile ilgili analizlerde UV spektrofotometrik yöntemden 

faydalanılabileceği görülmüştür. 

 

Anahtar   Kelimeler:   DNA-Antineoplastik      ilaç      etkileşmeleri,      Gemsitabin 

   hidroklorür, İrinotekan hidroklorür, UV-GB spektroskopisi. 
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ABSTRACT 

 

Atmaca, L., Investigation of Interactions of Antineoplastic Drugs with DNA by 

UV-Visible Region Spectroscopy, Hacettepe University Graduate School of 

Health Sciences Department of Analytical Chemistry Master’s Thesis, Ankara, 

2020.  The primary goal in the treatment of cancer, which is caused by rapidly 

proliferating cells, is to suppress the uncontrolled proliferation of cells. Determining 

the type of interaction of DNA with some chemical substances (drugs, metals, 

environmental wastes, etc.) using different methods is important for the development 

of new drug designs. Many cancer drugs interact with DNA molecules. In this thesis; 

studies were performed to investigate the interactions of DNA and Gemcitabine HCl 

(GMB), which is a pyrimidine nucleoside, antineoplastic effective synthetic substance 

and Irinotecan HCl (ITN), which is an antineoplastic effective semisynthetic derivative 

of Camptothecin alkaloid by UV spectrophotometric method and illuminate their DNA 

binding mechanisms. The studies were performed both in aqueous medium and two 

different pH (pH 7.4 and pH 4.7) buffer solutions. According to the results obtained; 

it has been observed that the interaction mechanism with DNA for GMB and ITN is 

groove binding and intercalation, respectively. For the DNA-GMB complex, the 

binding constant value in the pH 7.4 buffer solution was calculated as 1948 M-1, while 

the binding constant value in the pH 4.7 buffer solution was calculated as 956 M-1. For 

the DNA-ITN complex, the binding constant value of the complex in the pH 7.4 buffer 

solution was calculated as 12632 M-1, while that of the complex in the pH 4.7 buffer 

solution was calculated as 10825 M-1 according to the peak at 220 nm and the binding 

constant value of the complex in the pH 7.4 buffer solution was calculated as 6348    

M-1, while that of the complex in the pH 4.7 buffer solution was calculated as 2798  

M-1 according to the peak at 255 nm. In the light of these data, it is understood that the 

binding constant is higher in blood pH. It has been observed that UV 

spectrophotometric method can be used in analysis of DNA-drug interactions. 

 

Keywords:   DNA-Antineoplastic   drug   interactions,   Gemcitabine   hydrochloride, 

          Irinotecan hydrochloride, UV-VIS spectroscopy. 
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1. GİRİŞ 

Kanser, dünyanın gelişmiş ve gelişmekte olan birçok ülkesinde kalp 

hastalıklarından sonra ilk sıralarda yer alan ölüm nedenlerinden biridir. Çok hızlı bir 

şekilde çoğalan hücreler sebebiyle ortaya çıkan bu hastalığın tedavisinde öncelikli 

amaç, hücrelerin kontrolsüz olarak çoğalmasını baskılamaktır. Tümör adı verilen katı 

kitle ya da kemik iliği veya kan ile ilişkili kanser, bir veya daha çok hücrenin büyüme 

kontrolünü kaybetmesine neden olur. Kanserli hücre oluşumunun temel nedeni, hücre 

bölünmesi sırasında gerçekleşen hatalı DNA replikasyonudur. Hücre bölünmesi; doku 

tamiri ve yenilenmesi amacıyla gerçekleşmektedir. DNA’nın hatalı eşleşmesinin sebep 

olduğu faktörlere hazırlayıcı faktörler denir.  

Farklı yöntemler kullanarak DNA’nın bazı kimyasal maddelerle (ilaç, metal, 

çevresel atıklar vb.) etkileşme türünün belirlenebilmesi, yeni ilaç tasarımlarının 

geliştirilmesi için önemlidir. Birçok kanser ilacı DNA molekülü ile etkileşmektedir. 

DNA-ilaç kompleksini bazı moleküller kovalent bağlar aracılığıyla oluştururken, 

bazıları kovalent olmayan bağlar aracılığıyla oluşturur. Bu moleküllerin DNA ile 

etkileşmelerinin kanıtlanması ve bu etkileşmelerin türlerinin tespit edilmesi için 

analitik yöntemlere önemli derecede ihtiyaç bulunmaktadır. DNA-ilaç etkileşmelerini 

araştırmak amacıyla çoğunlukla spektroskopik ve elektrokimyasal yöntemler 

kullanılmasının yanı sıra, kromatografik yöntemlerden de faydalanılmaktadır.  

Pirimidin nükleozidi, antineoplastik etkili, sentetik bir madde olan Gemsitabin 

HCl (GMB); günümüzde lokal ileri pankreas kanseri ve metastatik pankreas 

kanserinde standart tedavide tercih edilen en önemli antikanser molekül 

durumundadır. 

Camptothecin isimli alkaloidin semisentetik bir türevi ve Topoizomeraz-I 

grubu antineoplastik etkili bir madde olan İrinotekan HCl (İTN); günümüzde akciğer, 

kolorektal, mide ve serviks gibi birçok kanser türünün standart tedavisinde tercih 

edilen en önemli moleküllerden biridir. 

Bu tez çalışmasında; antineoplastik ilaçlardan GMB ve İTN’nin DNA ile 

etkileşmeleri hakkında kaynaklarda yeteri kadar çalışmaya rastlanmadığı için bu 

maddelerin DNA ile etkileşmelerinin spektroskopik yöntemlerle incelenmesi 

amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. DNA’nın Yapısı ve Özellikleri 

Prokaryot hücreler (bakteri vb.) hariç her hücrede sitoplazma içerisinde 

çekirdek bulunur. Çekirdekte ise hücrenin ve organizmanın genetik bilgisini 

depolayan Deoksiribo Nükleik Asit (DNA) bulunur. DNA, özgül proteinleri 

sentezlemekten sorumlu olan ve gen adı verilen birimlerden oluşmaktadır. DNA’yı 

önemli bir biyomolekül yapan özelliği; bilginin uzun süreli saklanmasında, kalıtsal 

özelliklerin belirlenmesinde ve genetik bilginin kopyalanmasında oynadığı roldür (1). 

DNA; karbon, oksijen, azot ve fosfor atomlarından oluşan, hücrenin hayati 

fonksiyonlarında önemli rolü olan bir moleküldür. DNA molekülünün parçası olan her 

bir gen, insan vücudunda belirli bir özelliği kontrol eder. Organizmanın canlılığının 

korunması, organların işleyişi, iş bölümü, hücrelerde üretilecek proteinlerin genetik 

kodlarının ve miktarının kontrolü gibi olaylar genetik bilgi deposu olan DNA 

aracılığıyla planlanır. 

DNA molekülleri ilk olarak 19. yüzyılın sonunda A. F. Miescwer tarafından 

incelenmiştir. 1953’te ise Watson ve Crick tarafından DNA yapısını tanımlamak için 

çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmaların sonucunda DNA’nın çift zincirli heliks 

şeklinde olduğu keşfedilmiştir (2). 

DNA hücrede kromozomları oluşturur. DNA ökaryot hücrelerde (bitki, 

hayvan, mantar vb.) hücre çekirdeği içindeyken, prokaryot hücrelerde sitoplazmada 

yer alır (3). 

Ester bağları ile birbirine bağlanmış şeker ve fosfat gruplarından oluşan 

polimer omurgaları, nükleotidlere destek sağlamaktadır. DNA’yı oluşturan iki iplik 

birbirlerine zıt yönlenmiştir. Her şeker grubuna organik baz olarak adlandırılan dört 

tür molekülden biri bağlıdır. Her sarmalda Adenin (A), Timin (T), Sitozin (C) ve 

Guanin (G) olmak üzere dört tür organik baz bulunmaktadır. Bir organik baz, beş 

karbonlu bir şeker ve bir fosfattan oluşan nükleotidler birbirine 3', 5' fosfodiester 

bağlarıyla bağlıdır (Şekil 2.1) (4). 
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Şekil 2.1. DNA’nın yapısı ve bileşenleri (S, Merve., DNA ve Genetik Kod [Internet]. 

2016  [28.11.2017].  Erişim adresi: https://13010161merve.wordpress.com/ 

2016/12/03/dna-ve-genetik-kod). 

Deoksiriboz; fosforik aside 5, organik baza 1 numaralı karbon ile bağlıdır. 

Organik bazlar; pürin ve pirimidin bazları olmak üzere ikiye ayrılır. A ve G pürin 

bazlarını, T (RNA’da Urasil (U)) ve S ise pirimidin bazlarını oluşturur (Şekil 2.2) (1). 

 

Şekil 2.2. DNA’daki organik bazlar. 

Organik bazlar arasındaki hidrojen bağları DNA molekülünün zincirlerini bir 

arada tutmaktadır. Çift zincirli sarmalda organik bazlar sarmalın iç kısmında, fosfat ve 

şeker omurgası ise dış kısmında yer aldığı için sarmalın iç tarafı hidrofobik, dış tarafı 

ise hidrofilik özelliğe sahiptir (Şekil 2.3) (5). 



4 
 

 

Şekil 2.3.  DNA’daki bağlar (DNA’nın Yapısı [Internet].  2015 [28.11.2017].  Erişim 

      adresi: http://www.biyolojidefteri.com/index.php/dna-nin-yapisi). 

DNA sarmalı, birbirine paralel uzanan iki polinükleotid zincirinden oluşur. 

Pürin ve pirimidin nükleotidleri arasındaki eşleşmeler (A-T ve G-C) spesifik olduğu 

için DNA zincirleri birbirinin tamamlayıcısıdır. Bu iki zincirin C-5’ ucundan C-3’ 

ucuna doğru olan yönleri birbirine göre terstir ve bir merkez eksen etrafında sarmal 

yapı oluşturur. Sarmalı oluşturan organik bazlar düzlemsel yapıdadır ve düzlemleri 

eksene diktir. Bazların arasında 3,4 Å mesafe bulunur. Karşıt zincirlerdeki organik 

bazlar hidrojen bağları ile bağlanarak birbirleri ile eşleşir. Sarmalın her bir tam dönüşü 

36 Å uzunluğundadır, çapı ise 20 Å’tur. Yani her dönüşte 10 organik baz yer alır. 

DNA’nın genetik açıdan en önemli özelliği baz eşleşmesidir. DNA çift sarmalını bir 

arada tutan kuvvetler; sarmalın apolar yapıdaki iç kısmı ile polar yapıdaki dış kısmı 

arasındaki hidrofobik etkileşim ve bazlar arasındaki hidrojen bağlarıdır.  

Eksen boyunca uzanan bu yerleşimin yapısından kaynaklanan büyük ve küçük 

oluklar bulunmaktadır. DNA sarmalının birbirine en yakın olduğu noktaya minör, en 

uzak olduğu noktaya majör oluk adı verilir. DNA sarmalının olukları ile etkileşmeye 

girerek DNA’ya van der Waals bağları ile bağlanan moleküller genellikle bu oyuklara 

uyum sağlayabilecek biçimde hilal şeklindedir. Bu moleküller DNA’ya bağlanıp 

DNA’nın fonksiyonlarını bozarak hastalığın kontrol veya tedavi aşamasında ilaç 

davranışı sergiler (Şekil 2.4) (6, 7). 
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Şekil 2.4.  DNA’daki  oluk  yapıları  (Fidancı,  UR.,  Nükleik  Asitler  [Internet].  2009 

     [28.11.2017].   Erişim adresi:   http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/ 

     fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Nukleik_Asitler.html). 

DNA ısıtıldığında, heliks yapısı bozularak ikiye ayrılır. G ve C arasında (G≡C) 

3, A ve T arasında (A=T) 2 hidrojen bağı bulunduğu için yüksek oranda G ve C taşıyan 

DNA daha yüksek sıcaklıkta denatüre olmaktadır (1, 8). 

Nükleozitler bazik yapıda olmasına rağmen omurgada bulunan fosforik asit 

grubu, DNA zincirinin asidik yapıda olmasına neden olmaktadır (9). 

2.2. DNA’nın Görevleri 

DNA molekülünü oluşturan zincirler birbirinden kolaylıkla ayrılabilir ve 

yeniden bir araya gelebilir. Bu durum DNA replikasyonuna ve protein sentezine 

olanak tanımaktadır (10). 

DNA’da bulunan hidrojen bağları ve hidrofobik etkileşimler, nükleotidler 

arasındaki kovalent bağların çözülmesini sağlar. Buna denatürasyon denir (11).  

Çözülmüş hidrojen bağlarının yeniden oluşumu, nükleotidlerin birleşerek 

sarmal yapıyı yeniden oluşturmasını sağlar. Buna renatürasyon denir (12).  

DNA’nın iki ana görevi vardır. Birinci görevi; hücre bölünmeye hazırlandığı 

sırada DNA’nın kendini kopyalamasıdır. Buna replikasyon denir. Bu olayda iki sarmal 

zinciri bir arada tutan hidrojen bağları bir fermuar gibi açılır. Açıkta kalan nükleotidler 

hücrede önceden sentezlenmiş nükleotidlerle tamamlanır. Böylece birbiriyle aynı iki 

DNA oluşur (Şekil 2.5). 
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Şekil 2.5.   DNA’nın replikasyonu  (İ, AGK., DNA ve Genetik Kod  [Internet].  2016 

       [02.12.2017].   Erişim adresi: https://slideplayer.biz.tr/slide/3650120). 

İkinci görevi ise; kendinde bulunan bilgiyi Ribo Nükleik Asit’e (RNA) 

aktarmasıdır. Buna transkripsiyon denir. Bu olay sonucunda RNA’da toplanan bilgi, 

ribozomlarda protein, enzim gibi maddelerin sentezlenmesini sağlar. Buna işleme ise 

translasyon denir (Şekil 2.6) (13). 
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Şekil 2.6.   Transkripsiyonun     ve     translasyonun     mekanizması     (Kalıtım     ve   

Genetik: RNA’nın Yapısı [Internet]. 2017 [02.12.2017]. Erişim adresi:    

https://bikifi.com/biki/kalitim-ve-genetik-rnanin-yapisi). 

2.3. DNA-İlaç Etkileşmeleri 

Hızlı ve kontrolsüz şekilde çoğalan hücreler nedeniyle ortaya çıkan kanser 

hastalığı, hücrede büyüme kontrolünün kaybolmasına sebep olur. Hücre bölünmesi, 

doku onarımı ve yenilenmesi amacıyla gerçekleşir. Kanserli hücre oluşumunun temel 

sebebi, hücre bölünmesi sırasında meydana gelen hatalı DNA replikasyonlarıdır. Bu 

duruma neden olan faktörlere hazırlayıcı (predispozan) faktörler denir. Kanserin tüm 

türlerinde temel patolojik mekanizmalar benzer olsa da ilerlemeleri farklı şekildedir. 

Hastalığın gelişimi ve tedavisi; başlama yaşına, büyüme hızına, bulunduğu organa, 

yayılma hızına, evrelerine ve tedaviye verdikleri yanıta göre farklılık gösterir (14). 
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Tüm kanser hücrelerinde, anormal hücre çoğalması ve yayılması (metastaz) 

gözlenir. Bu hastalık, vücuttaki en küçük birim olan hücrelerin içinde başlasa da tüm 

vücudu etkileyebilir. Kanser hücresinin en temel özellikleri; hızlı çoğalma ve planlı 

hücre ölümünden korunmadır. Farklı organ ya da dokuları etkileme yeteneği de 

bulunur. Sağlıklı bir hücrenin yaşam döngüsü büyüme, bölünüp çoğalma ve hücre 

ölümünden oluşurken hücrenin normal döngüsünün dışına çıkmasıyla kanserli hücre 

meydana gelir. Bu anormal hücreler ya ölerek bağışıklık sistemi tarafından yok edilir 

ya da çevresine uyum gösterir (8). 

Kanser; hücre içi fonksiyon bozukluklarına sebep olan mutasyonlar, 

radyasyon, kimyasal etmenler ya da diğer kanserojen ajanlara maruz kalma sonucunda 

ortaya çıkar. Kanserli hücreler normal büyüme sinyalleri olmadan da yaşayabilir ve 

sınırsız bir replikasyon potansiyeline sahip oldukları için kontrolsüzce yayılır (15). 

DNA’nın kimyasal bazı maddelerle etkileşmesi ve bu etkileşmelerin farklı 

yöntemler kullanılarak tayin edilebilmesi, yeni ilaçların geliştirilmesi açısından 

oldukça önemlidir. Çünkü birçok kanser ilacı DNA molekülü ile etkileşmektedir. 

Etkileşmelerin bir kısmı kovalent bağlar ile, bir kısmı ise kovalent olmayan 

etkileşimler ile meydana gelmektedir. Bu etkileşmelerin sonucunda DNA-ilaç 

kompleksi oluşur. Klinikte kullanılabilir olan ve yan etkileri en aza indirilmiş bir ilacı 

sentezleyebilmek için, ilacın etki mekanizmasının aydınlatılmasının yanı sıra hücre 

özelliklerinin de iyi bilinmesi gerekir. Hücrelerde meydana gelen değişikliklerin 

saptanması ve açıklanması giderek zorlaşmaktadır. Antikanser ilaçların DNA ile 

etkileşmeye girip girmediğine ve bu etkileşmelerin türünün belirlenmesine yönelik 

analitik metotlar son derece önemlidir. DNA-ilaç etkileşmelerini araştırmak için 

çoğunlukla spektroskopik ve elektrokimyasal yöntemler kullanılmakla birlikte, 

kromatografik yöntemlerden de yararlanılmaktadır (16). 

DNA-ilaç etkileşmeleri temel olarak 3 mekanizma ile gerçekleşir (17): 

 Transkripsiyon faktörleri ve polimerazlar aracılığıyla 

 DNA-RNA etkileşimi ile oluşan üçlü sarmal aracılığıyla 

 Küçük aromatik moleküllerin DNA ile etkileşmesiyle  

İlaç molekülleri DNA ile yapısal olarak 2 yolla etkileşebilir (18): 

 Kovalent bağlanma 

 Non-kovalent bağlanma 
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2.3.1 Kovalent Bağlanma Yöntemi 

Klinik kullanımdaki birçok antikanser ilaç, etkisini DNA ile etkileşmeye 

girerek göstermektedir. DNA-ilaç arasındaki kovalent bağ geri dönüşümsüzdür. Bu 

ilaçlar DNA döngüsünü inhibe ederek hücre ölümüne sebep olur. Kovalent 

bağlayıcıların en önemli avantajlarından biri, yüksek bağlanma gücüne sahip 

olmalarıdır. Ayrıca büyük kovalent sübstitüentler; DNA’nın protein alımını bozarak, 

hem replikasyonu hem de transkripsiyonu etkileyen bir omurga bozulmasına neden 

olabilmektedir (19, 20). 

Cis-diklorodiaminplatinyum (II) (Cis-platin) antikanser ilaç olarak kullanılan 

bir kovalent bağlayıcıdır. Bu madde klor grupları üzerinden DNA organik bazlarındaki 

azotlarla çapraz bağ oluşturur (Şekil 2.7). 

 

Şekil 2.7.  A.   DNA’ya  kovalent  olarak  bağlanmış  cis-platin.  B.   (a)  Cis-platinin 

      Guanin’e (G) ve Adenin’e (A) bağlanma şekilleri.   (b)  1,2-arazincir GpG 

      (yapı a),   1,2-arazincir   ApG  (yapı b),    1,3-arazincir   GpNpG  (yapı c), 

      1,2-arazincir  GpG (yapı d) (21). 

Organik interkatalörlerin geçiş metal komplekslerine kovalent olarak 

bağlanması, biyolojik aktiviteyi etkileyen yeni DNA etkileşmelerine yol 

açabilmektedir. R-bağlanmış aromatik yan kollara sahip olan metal kompleksleri hem 

metal koordinasyonuyla, hem de bağlı aromatik ligandın interkalasyonuyla DNA'ya 

bağlanabilir (21). 

Kovalent bağlayıcılar alkilleyici ajanlardır, DNA'ya bir alkil grubunun 

(CnH2n+1) bağlanması yoluyla kanser tedavisinde kullanılırlar (22). 
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Alkilleyici Ajanlar 

DNA alkilleyici ajanlar, önemli derecede DNA hasarına yol açan antikanser 

maddeler olarak kullanılmıştır. DNA'da Guanin ile reaksiyona girerek veya başka 

konumları alkilleyerek etki gösterirler. Bu ilaçlar, serbest moleküllere metil veya başka 

alkil gruplar ekler. Bu da organik bazların doğru eşleşmesini engeller ve DNA'nın 

yanlış kodlanmasına neden olur. Alkilleyici ajanlar üç mekanizma ile etkileşime girer: 

Birinci mekanizmada; bir alkilleyici ajan, DNA’nın organik bazlarına alkil 

gruplar bağlar. Bu değişiklik sonucunda DNA, onarım enzimleri tarafından parçalanır. 

İkinci mekanizmada; iki adet DNA bağlanma bölgesine sahip alkilleyici bir 

ajan tarafından DNA’nın iki farklı zincirinde bulunan organik bazlar birbirine 

bağlanır. Bu çapraz bağlanma; DNA’nın replikasyon ve transkripsiyon için şablon 

olarak kullanılmasını önleyerek hücre ölümüne yol açar. 

Üçüncü mekanizmada; alkilleyici ajanlar DNA ile kimyasal etkileşmeye 

girerek kovalent bağlar oluşturur. Bunun sonucunda DNA’da meydana gelen sorunlu 

eşleşmeler, sübstitüsyon veya eksizyon ile sonuçlanabilen hatalara neden olur. Bu 

hatalar DNA sentezini önleyerek programlı hücre ölümüne neden olabilmektedir (22). 

Alkilleyici ajanlar, yaygın olarak kullanılan antikanser ilaçların en eski 

sınıfıdır. Çeşitli kanser türlerinin tedavisinde önemli bir rol oynarlar. Alkilleyici 

ilaçların çoğu monofonksiyonel metilasyon, bifonksiyonel alkilasyon veya 

kloroetilasyon ajanıdır (23, 24). 

2.3.2 Non-Kovalent Bağlanma Yöntemi 

DNA ile etkileşen kovalent ajanlar, non-kovalent ajanlara göre genellikle daha 

sitotoksiktir. DNA ile non-kovalent şekilde etkileşen bileşiklerin moleküller ve 

biyokimyasal yolaklar üzerindeki etkisi çok iyi tanımlanamamıştır. Ancak en önemli 

etkilerini; DNA’daki yapısal bozulmalara yol açarak ve DNA’nın protein ile 

etkileşimlerine müdahale ederek göstermektelerdir. Non-kovalent bağlanma yöntemi 

geri dönüşümlüdür. İlaç metabolizması ve toksik etkiler de göz önünde 

bulundurularak, bu yönteme dayalı tedavi daha fazla tercih edilmektedir. DNA ile 

etkileşen non-kovalent ajanlar DNA konformasyonunu ve bükülme gerilimini 

değiştirebilir, DNA-protein bağlarını kesebilir ve DNA zincirinde kırılmalara yol 

açabilir. Bu olaylar protein üretimi üzerinde önemli etkilere sahiptir (19). 
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Non-kovalent DNA-ilaç etkileşmeleri 3 mekanizmayla gerçekleşir (25): 

 İnterkalasyon,  

 Oluğa bağlanma 

 Dış (sarmal dışı) bağlanma  

İnterkalasyon 

DNA'ya düzlemsel organik bileşiklerin eklenebileceği teorisi ilk olarak 

Lerman (26) tarafından, bazı heterosiklik aromatik maddelerin DNA’ya karşı güçlü 

afinitesini kanıtlamak amacıyla öne sürülmüştür. Düzlemsel heterosiklik bileşikler, 

DNA’nın karşılıklı organik baz çiftleri arasına istiflenen birer interkalatör görevi 

görmektedir. İnterkalatörler, kovalent bağlar oluşturmadan ve DNA bazları arasındaki 

hidrojen bağlarını parçalamadan DNA omurgasına dik bir şekilde yığınlar yapan 

moleküllerdir. DNA-interkalatör kompleksinin kararlılığını sağlayan kuvvetler; van 

der Waals bağları, hidrojen bağları, hidrofobik bağlar ve yük transfer etkileşimleridir. 

DNA interkalatörleri, hızla büyüyen kanser hücrelerinde DNA replikasyonunu inhibe 

etmesi amacıyla kemoterapötik tedavide kullanılmaktadır. 

DNA-interkalatör kompleksi π-π istifleme etkileşimi sayesinde kararlıdır. Bu 

nedenle de iyonik kuvvetlere diğer iki bağlanma türüne (oluğa bağlanma ve dış 

bağlanma) göre daha az duyarlıdır. İnterkalatörler tarafından DNA’da yapısal 

değişiklikler indüklenmektedir. İnterkalasyon işlemi DNA zincirini kararlı hale getirir, 

uzatır, sertleştirir ve açar. Bir interkalatörün DNA’ya girebilmesi için DNA genleşerek 

kendi organik baz çiftleri arasında bir alan açar. Açılma miktarı interkalatöre göre 

değişir. Bu yapısal değişiklikler; transkripsiyonu, replikasyonu ve DNA onarımını 

engeller. Ayrıca interkalatörleri potansiyel mutajenler haline getiren değişikliklere yol 

açar (27-34). 

İnterkalasyon genellikle baz sıralanışından bağımsızdır. Bu bağlanma yöntemi 

genellikle kaynaşmış büyük bir aromatik ligand varlığında gerçekleşmektedir. Daha 

küçük aromatik ligandların varlığında yardımcı ligandların fosfodiester omurgasıyla 

uyuşmaması, genellikle interkalasyonu engellemektedir. Böyle durumlarda 

[Ru(fenil)3]
2+’li durumdaki gibi kısmi interkalasyon oluşmaktadır (Şekil 2.8) (35-39). 
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Şekil 2.8.  (A) DNA’ya düzlemsel ligand kompleksinin interkalasyonu.  (B) DNA’ya 

                  giren   rutenyum   kompleksi.   (C)  DNA’ya   giren   N1,N5-bis[piridin-2- 

                  metilen] tiyokarbohidrazon’un Co (II) ve Cu (II) kompleksleri (37). 

 2 tür interkalasyon yöntemi bulunmaktadır (20, 40): 

 Klasik interkalasyon  

 Düğümleme interkalasyonu  

Klasik İnterkalasyon 

Benzo[a]piren gibi klasik interkalatörler, bağlanma bölgesini oluşturan tüm 

aromatik sistemleriyle birlikte DNA’ya bağlanmaktadır (Şekil 2.9) (41). 

 

Şekil 2.9. Benzo[a]pirenin klasik interkalasyonu (41). 
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Düğümleme İnterkalasyonu 

Bu interkalatörler genellikle zıt taraflarında iki yan zincire sahip düzlemsel 

aromatik halka sistemleridir. DNA ile kompleks oluşum süreci klasik interkalasyona 

göre daha karmaşıktır. Bu interkalasyonda kompleksi oluşturmak için yan zincirlerden 

biri ara boşluk boyunca uzanır. Düğümleme interkalatörleri DNA'nın minör ve majör 

oluklarını işgal ederek DNA ile etkileşmeye girer. Bu da interkalatörün kararlılığına 

katkıda bulunmaktadır (42, 43). 

Topoizomeraz enzimleri, DNA zincirinin bölünmesini başlatmak için gerekli 

olan hedefleme enzimleridir. Düğümleme interkalatörlerinden olan akridin bileşikleri; 

bu enzimleri inhibe ederek DNA hasarı oluşturmakta, böylece DNA replikasyonunu 

ve onarımını bozarak hücre ölümüne neden olmaktadır (Şekil 2.10) (44). 

 

Şekil 2.10. Düğümleme interkalasyonu (43). 

Oluğa Bağlanma 

Bazı küçük bileşikler van der Walls ve hidrojen bağlarıyla DNA'nın minör 

oluklarına bağlanır. Bu bileşiklerde tipik olarak pirol, furan veya benzen gibi çeşitli 

aromatik halkalar bulunur. Böylece ilaçlar DNA’daki minör oluk eğrisine izohelikal 

olarak dar ve kavisli bir şekilde konumlanır. Bu durum van der Waals bağlarının 

oluşmasına imkan tanır. Ek olarak bu ilaçlar Adenin’in 3 numaralı azot (N) atomu ve 

Timin’in 2 numaralı oksijen (O) atomu ile hidrojen bağları oluşturabilmektedir. 

Adenin-Timin (AT) grubu uygun elektronegatif cep niteliğinde olduğu için, oluğa 

bağlanan ilaçlar AT grubu bakımından zengin bölgelere yönelmektedir. Bu yönelim 

ayrıca; hem AT bölgelerinin GC bölgelerinden daha dar olmasından, hem de Guanin 

bazının 2 numaralı C atomuna bağlı N tarafından oluşturulan sterik girintiden dolayı 

bu bölgede daha iyi van der Waals bağları oluşturabilmesinden kaynaklanır (45). 
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Araştırmacılar oluklardaki GC bölgelerine afinitesi olan birkaç sentetik 

poliamit sentezlemiştir. Kararlılık sağlayan hidrofobik bağlar ve/veya hidrojen bağları 

bu bağlanma işleminin önemli bileşenleridir. Netropsin, oluk kısmına bağlanan iyi bir 

antibiyotiktir (Şekil 2.11) (38, 46, 47). 

 

Şekil 2.11. (A)  Minör oluğa bağlanan Netropsin-DNA kompleksi.  (B)  Akridin  bis- 

       imidazolidinonların  ( R = Etil )  GC  bölgelerine  minor  oluk  kısmından 

       bağlanması.    (C)    [Ru(TMP)3]
+2’nin    DNA    oluklarına    bağlanması. 

       (D) N1,N5-bis[piridin-2-metilen] tiyokarbohidrazonun  Ni (II)  ve  Zn (II) 

       metal komplekslerinin oluğa bağlanması (38, 46). 

Dış Bağlanma 

Bu bağlanma elektrostatik bir şekilde gerçekleşir. Bazı ligandlar DNA fosfat 

omurgasının dış tarafına istiflenebilmektedir. Bu olay genellikle ligandın agregat 

oluşturduğu durumda olmaktadır. Bazı metal kompleksleri de DNA ile etkileşmeye dış 

bağlanma yoluyla girmektedir. [Ru(bpy)3]
+2’nin DNA’ya bağlanması sonucunda 

gözlenen lüminesans artışı iyonik kuvvetlerle güçlü bir şekilde bağlantılı olduğu için 

molekülün bu yöntemle bağlandığı düşünülmüştür. Mg2+ gibi katyonlara sahip 

ligandlar da DNA ile genellikle bu yolla etkileşmektedir (Şekil 2.12) (48). 

 

Şekil 2.12. DNA polielektrolit iyonlarına dış bağlanan bir kompleks (48). 
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2.4. DNA-İlaç Etkileşmesi Çalışmalarında Kullanılan Yöntemler 

DNA-ilaç etkileşmelerini aydınlatmak amacıyla kullanılan yöntemlerden 

bazıları; Kızılötesi (IR), Raman, Sirküler Dikroizm, Kütle, Ultraviyole-Görünür Bölge 

(UV-GB) ve Nükleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopileri, Dönüşümlü, Kare 

Dalga ve Diferansiyel Puls Voltametrileri, Atomik Kuvvet Mikroskobu, Elektroforez, 

Viskozite Ölçümleri ve Termal Denatürasyon çalışmalarıdır. Bu teknikler, ilacın DNA 

ile kompleks oluşturmasının ve bu etkileşmenin DNA yapısı üzerindeki etkilerinin 

incelenmesinde önemli birer araç olarak kullanılmıştır. UV-GB ve Floresans 

Spektroskopileri ile Dönüşümlü Voltametri yöntemleri daha yaygın olarak 

kullanılmaktadır (49). 

UV-Görünür Bölge Spektroskopisi 

Spektroskopi, en temel anlamıyla ışık ile maddenin etkileşiminin 

incelenmesidir. Spektroskopik analiz yöntemleri; moleküler ya da atomik maddelerin 

absorpladığı, yaydığı, saçılan ve yansıtılan ışın miktarının ölçülmesine dayanır (50).  

Bir madde kendi özelliğine bağlı olarak, üzerine düşürülen ultraviyole 

ışınlarından radyo dalgalarına kadar çeşitli dalga boylarındaki ışınların bazılarını 

absorplar, bazılarıyla ise hiç etkileşime girmez. Maddenin bu özelliğinden 

yararlanılarak yapısı ve derişimi tayin edilebilir, yani nitel ve nicel analizi yapılabilir. 

Bu amaçla madde üzerine dalga boyu birbirinden çok farklı olan ışınlar düşürülür ve 

özelliğine bağlı olarak bunların hangilerinin madde tarafından absorplandığı cihaz 

yardımıyla saptanır. Ancak pratikte bütün bu dalga boylarında ışın verecek ve bunların 

arasından da hangilerinin absorplandığını saptayacak tek bir cihaz yapmak uygun 

olmadığından, belirli dalga boyları arasında çalışan cihazlar geliştirilmiştir. Örneğin; 

dalga boyları binlerce metreye varan radyo dalgalarıyla analizlerin yürütüldüğü 

cihazlara Nükleer Manyetik Rezonans, dalga boyu 200-750 nm arasındaki ışınlarla 

çalışan cihazlara Ultraviyole-Görünür Bölge ve 2500-25000 nm dalga boylarındaki 

ışınlarla çalışan cihazlara de Infrared Spektrofotometresi adı verilir (Şekil 2.13). Bu 

cihazlardan yararlanılarak yürütülen analiz yöntemlerine de sırasıyla NMR, UV-GB 

ve IR Spektroskopisi denir. 
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Şekil 2.13. Elektromanyetik spektrum. 

UV-GB spektrofotometresi Şekil 2.14’te gösterilen bileşenlerden meydana 

gelmektedir.  

 

Şekil 2.14.   UV-GB   spektrofotometresinin   şematik   gösterimi   (Arge   ve   Kalite 

[Internet]. 2014 [04.02.2020]. Erişim adresi: 

http://kalitece1.blogspot.com/2014/10/kromotografik-ve-spektroskopik_ 

30.html). 

Işının birden çok temel özelliği (dalga boyu, periyodu, frekansı, hızı, dalga 

sayısı vb.) bulunmaktadır. Işının dalga özelliğinin yanında, parçacık özelliği de vardır 

ve bu parçacıkların herbirine foton denir. Yani ışın hem dalga hem de tanecik özelliği 

gösterir ve cinsi frekans veya foton başına düşen enerji ile belirtilir. Işığın şiddeti, ışık 

demeti içindeki foton sayısı ile ilgilidir ve enerji birimleriyle ölçülür. Işık enerjisinin 

absorpsiyonunda, molekül kuantlanmış (değişken) miktarda enerji alıp vereceğine 

göre, belli düzeydeki tek frekanslı bir ışını absorplar. Bu bileşiğin bütün molekülleri 

için geçerlidir ve böylece spektrumda absorpsiyon çizgileri görülür. Fakat belli bir 

elektronik seviyede olan her molekül aynı zamanda değişik titreşim ve dönme 

seviyesinde olduğundan, spektruma absorpsiyon bantları ve pikleri şeklinde yansır. 
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10-200 nm arasındaki ışınlar havada bulunan oksijen tarafından absorplanır. 

Bu bölgede özel düzenekler yardımı ile havadan arınmış ortamda (vakumda) 

çalışıldığından bu bölgeye Vakum UV (Uzak UV) denir. 200-400 nm’deki ışınlardan 

yararlanılan bölgeye de mor ötesi (UV) bölge denir. Ancak bu bölgedeki ışınlar da adi 

cam tarafından absorplandığı için UV spektroskopisinde kullanılan prizma cam ve 

mercekler kuvars camdan yapılmıştır. Görünür bölge sınırları ise 400-780 nm’dir. 

Cihazlarda farklı dalga boylarında ışın elde etmek amacıyla UV ve görünür bölgeler 

için farklı tipte ışık kaynaklarından yararlanılmaktadır. Gelişmiş spektrofotometreler 

her iki tipteki ışın kaynağına da sahiptir, frekansı düzgün ve otomatik olarak değiştirir. 

Sonuçta gönderilen ışın demeti arasından absorplanan ışın veya ışın demetleri, cihaz 

tarafından dedektör aracılığıyla duyarlı bir biçimde saptanır ve spektruma absorbans 

bandı olarak aktarılır. Işığın dalga boyu veya frekansına karşı absorpsiyon miktarının 

grafiğe geçirilmesine “absorpsiyon spektrumu” denir (Şekil 2.15). 

 

Şekil 2.15. Absorpsiyon spektrumu (51). 

Işının diğer temel özellikleri ise aşağıdaki gibi sıralanabilir:  

Dalga boyu (): Bir ışının dalga hareketinde art arda gelen iki tepe noktası 

arasındaki uzaklığa, o ışının dalga boyu denir. Dalga boyu, metre, cm, mm, mikron 

(), nanometre (nm), angström (A) gibi birimlerle ifade edilir. Bunların arasındaki 

ilişki; 1 cm = 104  = 107 nm = 108 A (1 = 1000 m), (1 nm = 1 m = 10 Ao) 

şeklindedir. 

Frekans (): Birim zamandaki (saniyedeki) titreşim sayısıdır. Aynı zamanda 

bir ışının saniyedeki periyot sayısına (1/P) da frekans denir. Birimi hertz dir (1 milyon 

Hertz: 1 MegaHertz). 

Periyot (P): Birbirini izleyen iki dalga tepesinin belli bir noktadan geçmesi 

için gerekli süredir. Birimi saniyedir (s). 
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Hız (c): Işının birim zamanda aldığı yoldur. Her çeşit ışının vakumdaki hızı 

aynıdır ve (c) ile gösterilir (c = 3.101 cm/s). Bir ışının hızı vakumdan, herhangi bir 

ortama geçişte azalır ve (ci) ile gösterilir. Buna göre herhangi bir ortamdaki ışın hızı; 

ci = . denklemiyle ifade edilir.  

Dalga sayısı: Birim uzaklıktaki (örneğin 1 cm'deki) dalga sayısıdır. Birimi ise 

cm-1 dir. 1 / olarak ifade edilir. 

Fotonlar belli bir enerjiye sahiptir ve bu, radyasyonun (ışının) frekansını 

belirler. Radyasyonun sahip olduğu enerji yukarıda verilen temel özellikler dikkate 

alınarak bulunur. Buna göre bir molekülün ışını absorplaması durumunda enerji artışı;  

E = h. = h.c/ eşitliğiyle bulunur (h = Planck sabiti: 6.63 x 10-27 erg.s). (2.1.) 

Formül 2.1, fotonların kütlelerinin (N) birbirinden farklı olduğu göz önüne 

alınarak; E = N.h. = N.h.c/ şeklinde yazılabilir ve buradan da fotonun (ışının) 

enerjisi ile dalga boyunun ters orantılı olduğu anlaşılır.  

Her bir spektroskopik yöntemin uygulanışı sırasında; fotonların sahip olduğu 

ve yukarıda sözü edilen enerjiler, moleküller tarafından farklı amaçlarla absorplanır. 

Absorlanan ışınların yönteme uygun spektrofotometre tarafından saptanıp 

değerlendirilmesiyle elde edilen spektrum, absorpsiyonu yapan maddeye ilişkin 

analizin sonuçlandırılmasına yardımcı olur. 

Madde ile ışının etkileşmesi sonucu meydana gelecek olaylardan en önemlisi 

ışının absorplanmasıdır. Çeşitli dalga boylarında ışın içeren bir demet saydam bir 

ortamdan geçirilirse, içinden bazı dalga boylarının kaybolduğu görülür. Buna ışının 

absorplanması denir. Belli dalga boyundaki ışınlar absorplandığında ışının enerjisi 

maddeye geçer ve maddenin molekülleri, atomları ve elektronları daha yüksek enerjili 

hale geçer. Bu olaya atom veya moleküllerin uyarılması denir. 

Uyarılmış halde 10-8 s kalan atom veya moleküller tekrar temel enerji 

seviyesine döner ve uyarılmış halde iken aldıkları enerjiyi ısı veya ışık şeklinde geri 

verebilir. Enerjinin ışık olarak yavaşça geri verilmesine fosforesans, daha kısa sürede 

(anında) geri verilmesine ise floresans denir. Sonuçta maddeye belli bir doğrultuda 

gelen Io gücündeki bir ışığın gücü, aynı doğrultuda maddeyi terk ederken azalır ve I 

olur. Işığın bir kısmı çözelti tarafından absorplanır (Ia), bir kısmı dağılır (Id) ve bir 

kısmı da yansır (Iy) (Şekil 2.16).  
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Şekil 2.16. Işığın madde içerisinden geçişi (Başak Ateş [Internet]. 2016 [04.02.2020]. 

       Erişim adresi:   https://docplayer.biz.tr/1286956-Spektroskopi-madde-ile- 

       isin-arasindaki-etkilesmeyi-inceleyen-bilim-dalidir.html. 

Io ve I değerleri arasındaki ilişki Lambert-Beer Kanunu ile ifade edilir ve UV 

spektroskopisinde de bu kanundan nicel analizde yararlanılır. Bu kanuna göre; saydam 

bir çözeltiye gönderilen ışın demetinin şiddetinin azalması, gönderilen ışın demetinin 

şiddeti kadar, içinden geçtiği çözeltideki moleküllerin derişimleri ve gönderilen ışın 

demetinin geçtiği yolun uzaklığı ile de ilgili ve doğru orantılıdır. Dolayısıyla 

gönderilen ışığın şiddeti ve katettiği yol açısından çalışma koşulları sabit tutulursa, 

sonuç doğrudan çözeltideki atom ve moleküllerin derişimi ile ilişkili hale gelir ve 

bundan da UV spektroskopisinde nicel analiz amacıyla yararlanılır. Lambert-Beer 

Kanunu şöyle ifade edilebilir:  

log Io/I = A (Absorbans) = k.b.C             (2.2.) 

Io = Gelen ışığın şiddeti  

I = Örnekten çıkan ışığın şiddeti  

b = Işığın örnek içinden geçtiği yolun uzunluğu  

C = Derişim (g/L)  

k = Absorpsiyon katsayısı  

 = Derişim mol/L ise absorpsiyon katsayısı  ile gösterilir ve molar 

absorptivite olarak adlandırılır.  

A = Absorbans (Optik dansite, Ekstinksiyon) değeri olup bunun tersi de 

transmittans (T), yani geçirgenliktir ve T = I/Io şeklinde ifade edilir.  

Lambert-Beer Kanunu ile absorptivitenin; derişim, hücrenin kalınlığı ve ışığın 

şiddetinden bağımsız bir sabit olduğu belirtilir. Absorbans (A) derişime (C) karşı 

grafiğe geçirilecek olursa, Lambert-Beer kanununa göre sıfır noktasından geçen bir 

doğru elde edilir (Şekil 2.17).  
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Şekil 2.17. Kalibrasyon eğrisi (51). 

Bazen Lambert-Beer kanunundan da sapmalar olabilir. Bunlar genelde 

kimyasal örneğin çözücü ile etkileşmesinden, polimerleşmeden ve cihazdan ileri gelen 

sapmalar şeklindedir. Derişime karşı absorbans (A-C) grafiğinde elde edilen bu doğru 

belli bir bileşik için çizildiğinde, kalibrasyon eğrisi olarak kullanılabilir ve bu bileşiğin 

bilinmeyen derişiminin absorbansı okunarak bu eğri yardımıyla miktar tayini 

yapılabilir. Mecbur kalınmadıkça bu tür çalışmalarda 0.2-0.9 absorbans değerleri 

dışına çıkmamak gerekir. Doğrusal ilişkiyi kurup hassas sonuç elde etmek için en iyi 

sonuçlar, çözeltinin molar derişimi 10-3 ile 10-5 arasında iken alınır. 

Işın enerjisi veya elektromanyetik enerjiyi, maddenin en dış tabaka elektronları 

veya bağ elektronları absorplar. Böylece daha yüksek enerji seviyelerine çıkarlar. Bazı 

bağların enerjileri düşüktür ve düşük enerjili (uzun dalga boylu) ışınları absorplar. Bazı 

bağların enerjileri ise daha büyüktür ve bunlar da daha yüksek enerjili (kısa dalga 

boylu) ışınları absorplar. Farklı dalga boyundaki ışınların farklı bağlar tarafından 

absorplanması analiz yapılmasına imkan sağlamaktadır. Örneğin; tek bağlı ve üzerinde 

fonksiyonel grup taşımayan bir molekül oldukça kısa dalga boylu, yani enerjisi yüksek 

ışınları absorplar. Ancak aynı ışınlar havadaki diğer moleküllerce de 

absorplandığından bu tür moleküllerle çalışmak için havasız ortamda, yani vakumda 

çalışmak gerekir. Fonksiyonel grup taşıyan moleküllerdeki elektronlar daha kolay 

şekilde üst enerji seviyelerine çıkabildiğinden, bunların uyarılması için daha düşük 

enerjili (dalga boyu daha uzun) ışınlar yeterli olabilmektedir. 
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Konuya ilişkin diğer bazı teorilerin yanında, absorpsiyon ve spektrumların 

oluşumunun açıklanmasında yararlanılan esas teori Moleküler Orbital Teorisi’dir. 

Teorinin esası analizlenen moleküllerdeki moleküler bağ orbitallerinin, anti-bağ 

orbitallerinin ve absorpsiyondan sorumlu elektronların varlığına dayanmaktadır.  

Moleküler Orbital: İki atom arasında bağ elektronları tarafından işgal edilen 

ve lokalize olmamış elektron bulutuna, ya da diğer bir deyişle bindirilmiş atom 

orbitallerine moleküler orbital denir.  

Moleküler Bağ Orbitali: İki atom orbitalinin birbiri üstüne binmesiyle (iç içe 

girmesiyle) oluşan ve bu atomların orbitallerinin enerji seviyeleri toplamından daha 

düşük enerji seviyesinde meydana gelen orbitale moleküler bağ orbitali denir. İçindeki 

elektronların monovalan (tek) bağ yaptığı orbitale; sigma molekül orbitali denir ve  

ile gösterilir. Tek bağlar aynı zamanda sigma elektronlarının oluşturduğu  bağları 

olarak da anılır. İçindeki bağların çift bağ yaptığı orbitale pi molekül orbitali denir ve 

 ile gösterilir. Çift bağlar aynı zamanda  elektronlarının oluşturduğu  bağları olarak 

da anılır.  

Anti-Bağ Orbitali: İki atom orbitalinin birbiri üstüne binmesiyle (iç içe 

girmesiyle) oluşan ve bu atomların orbitallerinin enerji seviyeleri toplamından daha 

yüksek enerji seviyesinde meydana gelen orbitale karşı/anti-bağ orbitali denir. Bu da 

* ve * şeklinde gösterilir.  

Organik bir moleküle absorpsiyon özelliği kazandıran, absorpsiyondan 

sorumlu olan elektronlar şu şekilde sıralanabilir: 

 Moleküldeki atomları birbirine bağlayan elektronlar 

 Tek bağ, () elektronları halinde 

 Çift bağ, () elektronları halinde 

 Moleküldeki (O, S, N ve X gibi) hetero atomlar üzerinde ortaklanmamış halde 

bulunan (n) elektronları 

Bu elektronların kendilerine uygun seviyedeki enerjilere sahip ışınlarla 

karşılaşmaları durumunda absorplanırlar ve başlangıçtaki ,  ve n, yani bağ-orbitali 

enerji düzeyinden * ve *, yani anti-bağ enerji düzeylerine sıçrar. n-elektronları da 

enerji aldıklarında * ve * seviyelerine sıçrar. 

UV veya görünür bölgedeki absorpsiyon pikleri de analizlenen moleküldeki bir 

elektronun bağ orbitalinden daha yüksek enerjili bir orbitale sıçraması sonucu oluşur. 
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Moleküllerin böyle bir sıçramayı gerçekleştirebilmesi için enerjiye ihtiyacı vardır. 

İhtiyaç duydukları enerji düzeyindeki ışınlarla karşılaştıklarında bunları absorplayarak 

bu enerjiye erişirler ve eksilen bu ışın ya da ışın demetlerinin spektruma yansımasıyla 

pikler oluşur. Bu geçişe ait enerji orbitallerin durumuna bağlı olup, molekülün geri 

kalan kısmı ile pek ilgili değildir. Bundan dolayı basit bir fonksiyonlu grup, örneğin   

-C=C- çifte bağı, daima aynı bölgede absorpsiyon yapar. Bu şekilde absorpsiyon yapan 

gruplara “kromofor” denir. UV spektrumu doymamışlık içeren bileşikler için analizde 

yararlanılabilecek bilgiler verir. 

Bağ yapmayan (ortaklanmamış n) elektronların enerji seviyeleri, bağ yapan 

elektronların ( ve  (moleküler bağ orbitalleri)) enerji seviyeleri ile bağa karşı olan 

elektronların (* ve * (anti-bağ orbitallerin)) enerji seviyeleri arasındadır. 

Şekil 2.18'den de anlaşılacağı gibi sigma () ve pi () orbitalindeki bir elektron 

ışın enerjisi absorpladığında yalnızca kendisinin üst enerji seviyesi olan anti-bağ 

moleküler orbitallerine (-* ve -*) geçtiği halde, bağ yapmayan (ortaklanmamış 

n) elektronlar her iki bağın da anti orbitallerine (n-* ve n-*) geçebilmektedir. 

 

Şekil 2.18. Elektronların uyarılma enerji seviyeleri ve elektronik geçiş tipleri (51). 

Geçişlerin kendilerine has özellikleri şu şekilde açıklanabilir:  

-* Geçişleri (125-150 nm): -* geçişleri en çok enerjiye ihtiyaç duyan 

geçişlerdir. Uzak UV ışınlarına (125-150 nm) ihtiyaçları vardır. C-H bağındaki bir 

elektronu uyarıp * seviyesine çıkarabilmek için 125 nm dalga boyunda bir ışına 

ihtiyaç olduğu halde, C-C bağındaki bir elektronu * seviyesine çıkarmak için 135 nm 

dalga boyunda bir ışına ihtiyaç vardır. Örneğin metan ve etanın spektrumları 

alındığında metan 125 nm’de tek, etan ise 125-135 nm’de iki pik verir.  
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-* Geçişleri (200-700 nm): Çok rastlanan geçişlerden biridir. Bu geçişler, 

dalga boyu 200-700 nm olan daha az enerjili ışınlarla gerçekleştirilebilir. Böyle 

geçişlere elverişli çifte bağı olan maddelerin spektrumları daha kolay alınır. Bu tip 

geçişlerin bir yönü de, çözeltiye bağlı olarak çözücünün polarlığının artmasıyla 

absorpsiyon pikinin daha uzun dalga boyuna kaymasıdır. Çözücüye bağlı olarak 

meydana gelen bu kaymaya batokromik kayma veya kırmızıya kayma adı verilir. 

n-* Geçişleri (150-250 nm): Bu geçişler, üzerinde ortaklanmamış serbest 

elektron çifti bulunduran bileşiklerde görülür. Yüksek enerji gerektiren geçişlerdir. 

Çözücü polarlaştıkça maksimum absorbans da düşük dalga boyuna doğru kayar. Bu 

kaymaya hipsokromik kayma veya maviye kayma denir. Tespiti çok güçtür. Vakumda 

çalışmak gerekir. 

n-* Geçişleri (200-700 nm): UV alanda yapılan çalışmaların pek çoğunda 

elde edilen pikler n-* geçişlerinden ileri gelir. Bunların tespit edilmesi oldukça 

kolaydır, çünkü daha çok görünür bölgede gözlenir. Bu geçişi meydana getiren 

maddelerde n elektronlarına ek olarak  elektronlarının da bulunması gerekir. 

Absorpsiyon pikleri, çözücünün polaritesinin artması ile kısa dalga boyuna doğru 

kayar (hipsokromik kayma-maviye kayma). Bu bazen 30 nm’yi bulabilir. 

Hipsokromik kaymanın nedeni; DNA’daki organik bazların, molekülün 

ortaklanmamış elektron çiftleri ile hidrojen bağları vermesidir (51). 

Absorpsiyon şiddetinin artmasına hiperkromik etki, azalmasına ise hipokromik 

etki denir. Kayma çeşitleri Şekil 2.19 ile gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.19. Absorpsiyon  pikindeki  olası  kaymalar  (Gür  B.  Merosiyanin  540  DYE 

       Bileşiğinin  İnce  Filmlerinin  Hazırlanması  ve  Fotofiziksel  Özelliklerinin 

       İncelenmesi [Doktora tezi]. Erzurum: Atatürk Üniversitesi; 2015). 
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2.4.1. UV-Görünür Bölge Absorpsiyon Spektroskopisi ile DNA-İlaç 

Etkileşmelerinin İncelenmesi 

UV-GB absorpsiyon spektroskopisi, nükleik asitlerin küçük moleküllerle 

etkileşmesinin detaylandırılması için kullanılan en yaygın ve basit yöntemlerden 

biridir. Moleküllerin kendilerine gerekli olan enerjiyi sağlamak amacıyla 

absorpladıkları ışınların verdiği spektrumların değerlendirilmesi esasına dayanır (51). 

İlaç ile DNA-ilaç kompleksinin UV-GB absorpsiyon spektrumları genellikle 

farklı olduğu için, DNA-ilaç etkileşmeleri incelenirken bu farklılık karşılaştırılır. 

Değişimin büyüklüğü DNA ile ilaç arasındaki etkileşmenin miktarını gösterir. 

DNA'nın absorpsiyon spektrumu; maksimum absorpsiyonun 260 nm’de olduğu, 200-

350 nm aralığında geniş bir bant vermektedir. Bu değerler, pürin (Adenin ve Guanin) 

ve pirimidin (Sitozin ve Timin) bölgelerindeki kromofor gruplarındaki elektronik 

geçişlerin etkisiyle oluşmuştur. Bu geçişler kolaylıkla gerçekleşebilmektedir ve molar 

absorptivite (Ԑ) 6,6x104 M-1.cm-1 düzeyindedir. Bu bilginin yardımıyla 260 nm'de 

absorbans değeri ölçülerek DNA'nın molar derişimi ölçülebilmektedir. Ayrıca 

absorbans oranları ölçülerek (A260 / A280 ve A260 / A230) DNA’nın saflığı da 

hesaplanabilmektedir. Bu oranın 1,8-1,9 aralığında olması DNA'nın yeterince 

proteinsiz (saf) olduğu anlamına gelir. Ortamın pH değeri ve iyonik kuvvetlerdeki 

değişimler sebepleriyle, maksimum absorpsiyon ve molar absorptivite değerlerinde 

küçük değişimler gözlenebilmektedir (52-54). 

Bileşiklerin DNA’ya interkalasyon yoluyla bağlanması, genellikle hipokromik 

etkilere ve batokromik kaymalara neden olmaktadır. Hipokromik etki interkalatif 

etkileşmenin gücüyle orantılıdır. Etkileşme gücü DNA organik bazı ile kromofor 

arasındaki mesafenin küpüyle orantılı olarak azalmaktadır. Mesafe azaldığında da π-

π* elektronik geçişinin enerji seviyesi düşmekte ve bu durum kırmızıya kaymaya 

neden olmaktadır (54-56). 

Hiperkromik etki, denatürasyona bağlı olarak DNA absorbansındaki olağan 

dışı artıştır. DNA ile bileşik arasında elektrostatik çekim bulunduğu durumlarda, 

DNA-ilaç etkileşmesi gerçekleştikten sonra DNA’nın şeklinde ve yapısında meydana 

gelen değişikliklerden dolayı hiperkromik etki gözlenmektedir. DNA zincirlerini bir 

arada tutan ana etmenler; istiflenme etkileşimleri, hidrofobik bağlar ve hidrojen 

bağlarıdır. Hidrojen bağları aromatik halkanın rezonansını sınırladığı için numunenin 
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absorbansını da sınırlar. Hiperkromik etki, çoğunlukla DNA omurgasının fosfat 

grubuna elektrostatik çekim yoluyla bağlanan ve sonunda DNA'nın sekonder 

yapısında hasara neden olan yüklü katyonların varlığı nedeniyle ortaya çıkmaktadır. 

Bunun yanında; dış (elektrostatik) bağlanma, DNA'nın sarmal yapısının kısmen 

açılması ve daha fazla DNA bazına maruz kalması da bu etkiyi yapabilir. DNA 

zincirinin denatüre edici ajanlarla karşılaşması durumunda, çift sarmal yapıyı 

oluşturan güç bozulduğu için 2 ayrı iplikçik oluşmaktadır. Böylece organik bazların 

birbiriyle etkileşimi azalarak birçok organik baz serbest hale geçer ve organik bazlar 

arası hidrojen bağları oluşamayacağı için DNA’nın absorbansı %40 artar (57-59). 

İlacın DNA ile etkileşme miktarını gösteren bağlanma sabiti (K) değeri, 

Benesi-Hildebrand denklemine göre belirlenebilir: 

             (2.3.) 

K = Bağlanma/birleşme sabiti 

A0 = İlacın absorbansı 

A = DNA-ilaç kompleksinin absorbansı 

ԐG (Ԑa) = İlacın absorpsiyon katsayısı 

ԐH-G (Ԑf) = DNA-ilaç kompleksinin absorpsiyon katsayısı 

K değerinin hesaplanması için DNA-ilaç kompleksinin artan DNA derişimine 

karşı absorbansı ölçülür. 1 / [DNA] değerlerine karşı A0 / (A-A0) değerleri grafiğe 

geçirilir. Çizilen doğrusal grafiğin y eksenini kestiği nokta ԐG / (ԐH-G-ԐG) değerini, 

eğimi ise [ԐG / (ԐH-G-ԐG)] / K değerini verir. Buradan bulunan K değeri ilacın DNA’ya 

bağlanma sabitidir (53). 

UV-GB spektroskopisinde genellikle hiperkromik etki elektrostatik etkileşimi 

ve hipokromik etki ile birlikte 15 nm’den büyük batokromik kayma interkalasyonu, 8 

nm’den az batokromik kayma ise oluğa bağlanmayı göstermektedir (57, 93). 

2.4.2. Floresans Emisyon Spektroskopisi ile DNA-İlaç Etkileşmelerinin 

İncelenmesi 

Floresans spektroskopisi, DNA ile küçük ligand molekülleri arasındaki 

etkileşmeleri incelemek için en sık kullanılan yöntemlerden biridir. Bu yöntemin 
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avantajlarından bazıları; yüksek hassasiyet, geniş doğrusal derişim aralığı ve 

seçiciliktir. En iyi floresans, düşük enerjili π-π* geçiş seviyelerine sahip aromatik 

fonksiyonel grupları bulunan bileşiklerden elde edilmektedir. Alifatik ve alisiklik 

karbonil yapıları veya yüksek derecede konjuge çift bağ yapıları içeren bileşikler de 

floresans özellik gösterebilir ancak bu bileşiklerdeki geçişlerin sayısı aromatik 

bileşiklerdekilere göre daha azdır (60, 61). 

Floresans emisyonu çok hassas bir işlemdir ve florofor transferi genellikle 

ilaçların emisyon spektrumlarında 10-20 nm’lik spektral kaymalara neden olmaktadır. 

DNA ile etkileşme sonucunda floresans yoğunluğu önemli bir oranda artmaktadır. 

Serbest moleküllerin yönü, uyarılmış atomların radyasyonsuz bir şekilde eski haline 

dönmesini sağlar. DNA’ya interkalasyon yapan bir ilacın bağlı olması durumunda, bu 

geçiş floresans emisyonu ile sağlanır. Bu sırada floresans emisyonunda belirgin bir 

artış görülmektedir. Oluğa bağlanan ajanlarda hidrojen bağları, elektrostatik veya 

hidrofobik etkileşimler söz konusudur. Ayrıca bu bileşikler şeker-fosfat omurgasına 

da yakındır. Bu durum DNA varlığında floresans yoğunluğunda bir düşüşe neden 

olabilmektedir. Doğru yerleştirilmiş sönümleyicilerin (halojenür iyonlarının) 

kullanılmasıyla, oluğa bağlanan ilaçların DNA'ya bağlanması hakkında daha fazla 

bilgi edinmek mümkündür. Bu moleküller, halojenürlerin sönümleyici etkisine 

interkalasyon ajanlarına göre daha duyarlıdır. Çünkü organik baz çiftleri, 

sönümleyicilerin ilaca ulaşmasını engellemektedir. Ayrıca anyonik sönümleyicilerin 

kullanılması, DNA üzerindeki fosfat grupları arasındaki elektrostatik itme 

kuvvetlerinden dolayı sönümleyicinin etkilerini azaltmaktadır. Dolayısıyla, 

sönümleyici varlığında interkalasyon ajanlarının KSV değerlerinde azalma 

gözlenmektedir. Stern-Volmer eşitliğine göre (52, 62-64); 

F0/F=I0/I = 1 + KSV x [Q]               (2.4.) 

F0 veya I0 = Sönümleyici yokluğunda floresans yoğunluğu 

F veya I = Sönümleyici varlığında floresans yoğunluğu 

KSV = Stern-Volmer sönümleme sabiti 

[Q] = Sönümleyici derişimi 

Etidyum bromür (EB), DNA'ya bağlanan bir florofordur. DNA varlığında 

EB’nin floresansı, organik baz çiftleri arasındaki güçlü interkalasyona bağlı olarak 
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artmaktadır. Bilindiği üzere, floresans olayı ikinci bir molekülün ilavesi ile 

sönümlenebilmektedir. İkinci molekül DNA'ya interkalasyon yoluyla bağlanırsa EB 

ile rekabete gireceği için bu durum DNA-EB'nin floresans yoğunluğunda bir azalmaya 

yol açacaktır. DNA ile ikinci molekül arasındaki bağın kuvveti, DNA'ya rekabetçi 

olarak bağlanan EB'nin floresansı sönümleme miktarına göre ölçülebilir (64-66).  

Floresans spektroskopisinde genellikle floresans şiddeti artışı interkalasyonu, 

floresans şiddeti düşüşü ise oluğa bağlanmayı, dış bağlanmayı veya 

elektrostatik/hidrofobik etkileşimler bulunduğunu göstermektedir (63). 

2.4.3. Dönüşümlü (Siklik) Voltametri ile DNA-İlaç Etkileşmelerinin 

İncelenmesi 

Zayıf absorpsiyon bantları verdiği veya elektronik geçişleri DNA molekülü ile 

çakıştığı için uyumsuzluk gösteren küçük moleküller, voltametrik tekniklerle 

incelenebilmektedir. Pik potansiyellerindeki kaymalar aracılığıyla bağlanma sabitleri 

(K) hesaplanarak DNA’nın bu molekküler ile etkileşme miktarı belirlenebilmektedir. 

Voltametrik yöntemler elektron transferine bağlı olan kimyasal reaksiyonlara karşı 

hassas olduğu için, akım ve potansiyel ölçümlerinden kinetik veriler elde etmek de 

mümkün olmaktadır (67). 

İlacın etki mekanizmasının ve DNA’ya bağlanma gücünün değerlendirmesinde 

dönüşümlü voltametri yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu yöntem, redoks 

tepkimelerine girmeleri sebebiyle daha çok olarak metal bazlı bileşikler için 

kullanışlıdır. Bileşiklerin pik potansiyelleri ve pik akımlarındaki çeşitlilik, bağlanma 

parametrelerinin belirlenmesinde kullanılabilmektedir. Artan miktarda DNA ilavesi 

sonucunda pik akımlarınındaki (Ip) bozunmalar bağlanma sabiti ve bağlanma bölgesi 

boyutunun belirlenmesinde kullanılırken, pik potansiyellerindeki kaymalar da 

etkileşme yolunun saptanması için kullanılabilir. Bağlanma sabiti (K), aşağıdaki 

denklemle bulunmaktadır (68): 

log (1/[DNA]) = log K + log (I/(I0-I))             (2.5.) 

K = Bağlanma sabiti, 

I0 = DNA yokluğunda ilacın pik akımı,  

I = DNA varlığında ilacın pik akımı 
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Bağlanma sabitinin hesaplanmasında kullanılabilecek bir başka eşitlik (69): 

 

1/[DNA] = [K x (1-A)/(1-I0/I)]-K              (2.6.) 

A = Oransal bir sabit 

K = Bağlanma sabiti, 

I0 = DNA yokluğunda ilacın pik akımı,  

I = DNA varlığında ilacın pik akımı 

DNA ile ilaç arasındaki etkileşme sonucunda elde edilecek bazı verilere 

ulaşmak için kullanılan bir başka eşitlik (70): 

Cb/Cf = K x {[serbest baz çiftleri]/s}              (2.7.) 

s = Organik baz çiftlerindeki bağlanma bölgesinin boyutu 

Cf = Serbest moleküllerin derişimi 

Cb = DNA’ya bağlı moleküllerin derişimi 

K = Bağlanma sabiti 

Baz çifti derişimi [DNA]/2 şeklinde yazılabilir. Bu durumda: 

Cb/Cf = K x {[DNA]/2s} 

Cb/Cf aşağıdaki eşitlikle de hesaplanmaktadır (71): 

Cb/Cf = (I0-I)/I                (2.8.) 

Bu denklemin sağ tarafı doğrudan deneydeki pik akımlarından elde 

edilebilmektedir. Bu nedenle deneysel veriler toplam DNA derişimine karşı Cb/Cf 

grafiği olarak da gösterilebilir. Redoks tepkimeleri veren moleküllerin bağlanma 

sabitleri, DNA'nın bu moleküllere karşı titre edildiği voltametrik deneylerden 

hesaplanabilmektedir. Aşırı miktarda nükleik asit varlığında difüzyon akımının 

ölçüldüğü deneyler, DNA'ya bağlı moleküllerin difüzyon katsayısının serbest 

moleküllerinkinden daha düşük olduğunu göstermiştir (71-73). 

Dönüşümlü voltametride pik potansiyelinin artışı interkalasyonu, düşüşü 

elektrostatik etkileşimi, pik akımı düşüşü ise oluğa bağlanmayı göstermektedir (49). 
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2.5. Antineoplastik İlaçlar 

Antineoplastik ilaçlar aşağıdaki şekilde sınıflandırılır (74). 

Alkilleyici Ajanlar 

Temozolomit, Siklofosfamit, Klorambusil, İfosfamit. 

Antimetabolitler 

Metotreksat, Merkaptopürin, Fludarabin Fosfat Sodyum, Sitarabin, 

Gemsitabin HCl, Kapesitabin. 

Bitkisel Alkaloidler ve Diğer Doğal Ürünler 

Vinblastin, Vinkristin, Vinorelbin, Paklitaksel, Dosetaksel. 

Sitotoksik Antibiyotikler ve Benzerleri 

Doksorubisin, Epirubisin, Blemisin. 

Diğer Antineoplastik İlaçlar 

Sisplatin, Karboplatin, Okzaliplatin, İrinotekan HCl. 

Tez kapsamında Gemsitabin HCl ve İrinotekan HCl’nin DNA ile etkileşmeleri 

incelenmiştir. 

2.5.1 Gemsitabin Hidroklorür 

GMB, tümör hücrelerini ışına hassaslaştıran ve sitotoksisite özelliği gösteren 

bir sitidin analoğudur (75-77). 

Fiziksel Özellikleri 

Beyaz veya kirli beyaz renkte katı bir maddedir. Suda çözünür (51,3 g/L), metil 

alkolde az çözünür, alkolde ve polar organik sıvılarda pratik olarak çözünmez. % 1'lik 

sulu çözeltisinin pH’ı 2-3 arasındadır. Hava geçirmeyen kaplarda saklanmalıdır (78). 
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Kimyasal Yapısı 

Molekül yapısı 4-amino-1-[(2R,4R,5R)-3,3-difloro-4-hidroksi-5-

(hidroksimetil)oksolan-2-il]pirimidin-2-on hidroklorür şeklindedir. Basit formülü 

C9H12ClF2N3O4 olarak gösterilir (Şekil 2.20). Molekül ağırlığı 299,66 g/mol’dür. Sulu 

çözeltisi UV spektrofotometrede 232 ve 268 nm’de pik verir (79). 

 

Şekil 2.20. GMB’nin kimyasal yapısı. 

Etki Mekanizması 

GMB hücre içinde nükleozid kinazlar yoluyla aktif difosfat (dFdCDP: 2,2-

diflorodeoksisitidin difosfat) ve trifosfat (dFdCTP: 2,2-diflorodeoksisitidin trifosfat) 

nükleozidlerine metabolize olur. GMB’nin, dFdCDP ve dFdCTP’ye bağlı iki ayrı 

mekanizma ile DNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etkisini gösterdiği 

düşünülmektedir. 

Birinci mekanizmaya göre; dFdCDP, DNA sentezi için gerekli olan 

deoksinükleozid trifosfatların oluşmasını sağlayan reaksiyonları katalizlemekten 

sorumlu olan ribonükleotid redüktaz enzimini inhibe eder. Bu durum 

deosiribonükleozidlerin derişimlerinde ve özellikle de dFdCTP’de azalmaya yol açar. 

İkinci mekanizmaya göre; dFdCTP, DNA yapısına girmek için dFdCTP ile 

yarışır. Bu sırada dFdCTP‘nin hücre içi derişiminin azalması sonucunda, dFdCTP’nin 

DNA yapısına girmesi kolaylaşır. Böylece DNA polimeraz enzimi GMB’yi 

uzaklaştıramaz ve uzayan DNA zincirlerini onaramaz. GMB, DNA yapısına girdikten 

sonra DNA sentezi inhibe olur. Bu da apoptoz olarak adlandırılan programlı hücre 

ölüm sürecini başlatır (Şekil 2.21) (80). 
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Şekil. 2.21. GMB’nin etki mekanizması (74). 

Metabolizması 

GMB; karaciğerde, böbrekte, kanda ve diğer dokularda bulunan sitidin 

deaminaz tarafından hızla 2’,2’-diflorodeoksiuridin oluşturacak şekilde metabolize 

edilir. Bu molekül de dokulara dağıtılır ve daha ileri bir transformasyona uğramaksızın 

vücuttan idrar yoluyla atılır (81). 

Farmakokinetiği 

Cinsiyet ve yaş, farmakokinetik üzerinde etkili olan faktörlerdir. İlacın itrah 

miktarı kadınlarda erkeklerin %60-80’i arasındadır ve vücut yüz ölçümü ile orantılı 

olarak da değişmektedir. Yine de kadınlarda 1000 mg/m2’lik dozlar kullanıldığında 

GMB dozunun azaltılması gerekmez. 

30 dakikalık infüzyonla verilen 100 mg/m2’lik tek dozdan sonra plazmada 

GMB’nin pik derişimi 10-40 μg/mL arasındadır ve yarılanma ömrü 17 dakikadır. 1,1 

saatlik infüzyonla verilen 1000-2500 mg/m2’lik tekli dozlarda yarılanma ömrü 11-26 

dakikadır. Daha uzun süreli (3.6-4.3 saat) infüzyonlarla verilen 2500-3600 mg/m2’lik 

tekli dozlarda yarı ömrü 18,5-57,1 dakika arasında değişir. Çoklu dozlardan sonra 

yarılanma ömrü infüzyon süresinden bağımsız olarak tekli dozlarla gözlenenlere göre 

daha uzundur. GMB ortalama böbrek atılımı 2-7 L/saat/m2 arasında değişir. GMB 

dozunun her hafta tekrarlanması durumunda bir sonraki dozdan hemen önce ölçülen 

plazma derişimi 0,07-1,2 μg/mL arasında değişir ve vücutta birikim oluşmaz. Periferik 
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kandaki mononükleer hücrelerde aktif metabolit olan dFdCTP’nin yarı ömrü ise 0,7-

12 saat arasında değişir. dFdCTP derişiminin 35-350 mg/m2/30 dakika arasında 

değiştiği infüzyon hızlarında GMB dozlarının uygulanmasıyla bu süre orantılı olarak 

artar ve 0,4-5 μg/mL arasında değişen maksimum plazma derişimleriyle sonuçlanır. 

1000 mg/m2/30 dakikalık bir GMB dozundan sonra ilk 30 dakika boyunca 5 

μg/mL’nin üzerinde kalan plazma GMB derişiminin, sonraki 1 saat boyunca da 0,4 

μg/mL’nin üzerinde olması beklenir (81). 

Endikasyonları 

Akciğer, meme, mesane, over, pankreas ve safra kanalı kanserleri ve 

mezoteliyoma hastalıklarında kullanılmaktadır (74). 

Kontrendikasyonları 

Aşılanma yoluyla, intramüsküler enjeksiyon olarak, çocuklara, kadınlara veya 

yaşlı hastalara (65 yaş ve üzeri) uygulama ve diş hastalığı, ekstravazasyon, hepatik 

hastalık, herpes enfeksiyonu, kardiyovasküler hastalık, kemik iliği depresyonu, 

nötropeni, radyasyon tedavisi, renal hastalık, renal yetmezlik, su çiçeği hastalığı ve 

trombositopeni durumlarında kullanılması sakıncalıdır. Emzirme, enfeksiyon ve 

gebelik durumlarında kesinlikle kullanılmamalıdır (74).  

Yan Etkileri 

İlacın kullanımı sonucunda anafilaktoid reaksiyonlar, hematüri, proteinüri, 

alopesi (saç dökülmesi), makülopapüler döküntü, enfeksiyon, pnömoni, bulantı, 

diyare, konstipasyon, kusma, stomatit, ateş, enjeksiyon yeri reaksiyonu, letarji, malez, 

periferik ödem, hepatik enzim düzeylerinde yükselme, anemi, hemolitik-uremik 

sendrom, nötropeni, trombositopeni, paresteziler, sersemlik hissi, dispne ve kanama 

görülebilmektedir (74). 

2.5.2. İrinotekan Hidroklorür 

İTN, Camptotheca acuminata isimli bir bitkiden elde edilen Camptothecin 

isimli alkaloidin semisentetik ve suda eriyebilen bir türevi olan, Topoizomeraz-I grubu 

antineoplastik bir ilaçtır (82, 83). 
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Fiziksel Özellikleri 

Sarı veya açık sarı renkte kristal bir tozdur. Erime sıcaklığı 222 derecedir. Suda 

ve organik sıvılarda az çözünür. Sulu çözeltisinin pH’ı 4’tür. Hava geçirmeyen 

kaplarda saklanmalıdır (84). 

Kimyasal Yapısı 

Molekül yapısı [(19S)-10,19-dietil-19-hidroksi-14,18-diokso-17-oksa-3,13-

diazapentasiklo[11.8.0.02,11.04,9.015,20]henikosa-1(21),2,4(9),5,7,10,15(20)-heptaen-7-

il]-4-piperidin-1-il-piperidin-1-karboksilat hidroklorür şeklindedir. Basit formülü 

C33H39ClN4O6 olarak gösterilir (Şekil 2.22). Molekül ağırlığı 623,1 g/mol’dür. 

Etanoldeki çözeltisi UV spektrofotometrede 221, 255, 359 ve 372 nm’de pik verir (84). 

 

Şekil 2.22. İTN’nin kimyasal yapısı. 

Etki Mekanizması 

İTN, hücredeki Topoizomeraz-I kompleksleriyle etkileşir ve S fazına spesifik 

olarak sitotoksik etki gösterir. Topoizomerazlar, hücrenin hayati olaylarının 

gerçekleştiği DNA bölgelerindeki katlanmaları ve süper sarmal oluşmasını redükler. 

DNA’daki fosfodiester bağlarını açar ve tekrar birleştirir. Tek ya da çift zincirli 

DNA’nın oluşmasına öncülük eden DNA-enzim bağını oluşturur. Topoizomeraz-I, tek 

zincir DNA kırıklarına geri dönüşümlü olarak bağlanır. Topoizomeraz-I-İTN 

kompleksinin kendisi hücre için ölümcül değildir. Fakat replikasyon çatalları ile olan 

etkileşimleri, DNA’da zincir kırıklarına yol açar. Bu durum G2 fazında gecikmeye, 

geri dönüşümsüz replikasyon sorunlarına ve hücre ölümlerine sebep olur. Daha yüksek 

derişimlerde İTN, DNA hasarına ve apoptoza yol açarak S fazında olmayan hücreleri 

de öldürür (85). 
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Metabolizması 

Günümüzde florourasil-lökovorinle kombine edilen İTN, 4. evre kolon kanseri 

tedavisinde kullanılmaktadır. İnsan karboksilesterazları İTN’yi aktif metaboliti olan 7-

etil-10-hidroksikamptotesine (SN-38) dönüştürür. SN-38, İTN’ye göre 100-1000 kat 

daha yüksek sitotoksik etkiye sahiptir. Bu metabolit Topoizomeraz-I enzimini 

DNA’ya geri dönüşümsüz olarak bağlar. Bu da gen hasarına ve apoptoza yol açar (86). 

SN-38, Üridin-Difosfat Glukronosiltransferaz tarafından SN-38G’ye (inaktif 

glukronid) konjuge edilir. Daha sonra safra yollarından salgılanır ve fazlası idrarla 

atılır. Bu konjugasyondaki majör enzim UDP Glukronozil Transferaz 1A1’dir 

(UGT1A1). Bu enzimin azalması durumunda SN-38’in inaktif formuna dönüşümü 

azalır. SN-38’i, hem kanser hücreleri hem de karaciğer hücreleri UGT1A1 aracılığı ile 

inhibe edebilmektedir (87). 

İTN; SN-38’e hidrolize olmasının yanısıra, sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) 

aracılıklı oksidatif yolaklara da duyarlıdır. Bu yolaklar ile inaktif metabolitler olan 7-

etil-10-(5-aminopentanoik asid)-karboniloksi-kamptotesin ve 7-etil-10-(4-amino-1-

piperodino)-karboniloksi-kamptotesin oluşmaktadır. Bu da, direkt olmasa da aktif 

metabolit olan SN-38 düzeylerini etkilemektedir. CYP3A alt ailesinde CYP3A4, 

CYP3A5 ve CYP3A7 fonksiyonel genlerdir. Bunlardan CYP3A4 ve CYP3A5 

dominant olanlardır. CYP3A aktivitesinin kalıtımsal olduğu düşünülmektedir. CYP3A 

gen ailesindeki bazı tek nükleotid polimorfizmlerinin İTN farmakokinetiği ve 

farmakodinamiği ile direkt olarak ilişkili olduğu bulunsa da, bu ilişkinin mekanizması 

henüz tam olarak keşfedilmemiştir (88). 

Farmakokinetiği 

İTN vücut dokularındaki karboksilesteraz ile aktif SN-38'e hidroliz edilir. SN-

38, yaklaşık 14 saatlik bir yarı ömre sahiptir. İTN’nin ve SN-38’in plazma protein 

bağlanmaları sırasıyla yaklaşık %65 ve %95'tir. SN-38, UGT1A1 enzimi tarafından 

glukuronidasyon ile elimine edilir. İTN ayrıca kısmen sitokrom P450 izoenzimleri 

olan CYP3A4 veya CYP3A5 tarafından metabolize edilir. İntravenöz dozun toplamda 

%50’sinden fazlası (%30 safrayla ve %20 idrarla) değişmemiş ilaç olarak atılır (78). 
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Endikasyonları 

Akciğer, kolorektal, küçük hücreli akciğer, küçük hücreli olmayan akciğer, 

meme, mide, over, pankreas ve serviks kanserleri ile rabdomiyosarkom, glioblastoma 

multiforme ve malign glioma hastalıklarında kullanılmaktadır (74). 

Kontrendikasyonları 

Aşılanma yoluyla, çocuklara veya yaşlı hastalara (65 yaş ve üzeri) uygulama 

ve biliyer kanal hastalığı, diş hastalığı, diş tedavisi, diyabet, ekstravazasyon, emzirme, 

enfeksiyon, gebelik, göz ile temas, hepatik hastalık, herpes enfeksiyonu, intramüsküler 

enjeksiyon, kaza sonucu maruz kalma, nötropeni, radyasyon tedavisi, sarılık, su çiçeği 

hastalığı, trombositopeni ve viral enfeksiyon durumlarında kullanılması sakıncalıdır. 

Diyare ve kemik iliği depresyonu durumlarında kesinlikle kullanılmamalıdır (74). 

Yan Etkileri 

İlacın kullanımı sonucunda anafilaktoid reaksiyonlar, lenfopeni, renal 

yetmezlik, alopesi (saç dökülmesi), cilt döküntüsü, diyaforez (terleme), hipokalemi, 

enfeksiyon, abdominal ağrı, bağırsak iskemisi, bulantı, dispepsi, diyare, flatulans, 

hipersalivasyon, ileus, kolit, konstipasyon, kusma, pankreatit, stomatit, tiflitis, asteni, 

ateş, ödem, lakrimasyon, miyozis, hepatik enzim düzeylerinde yükselme, anemi, 

lökopeni, nötropeni, trombositopeni, miyokard infarktüsü, sinüs bradikardisi, sırt 

ağrısı, anoreksi, dehidratasyon, hiperglisemi, hiponatremi, kilo kaybı, uykusuzluk, baş 

ağrısı, baş dönmesi, üşüme, titreme, dispne, öksürük, pulmoner embolism, rinit, al 

basması, hipovolemi, kanama, ortostatik hipotansiyon ve tromboembolizm 

görülebilmektedir (74). 

2.6. DNA-İlaç Etkileşmeleriyle İlgili Yapılan Spektroskopik Çalışmalar 

DNA-ilaç etkileşmelerinin spektroskopik yöntemlerle analizleri yapılırken çok 

farklı ilaç etkin maddeleriyle çalışılmıştır. 

Aslanoğlu ve Öğe (70) 2005 yılında yaptıkları araştırmada, norepinefrinin 

DNA ile etkileşmesini incelemiştir. Araştırma sırasında UV-GB spektroskopisinden, 

ayrıca voltametrik ve viskometrik yöntemlerden faydalanılmıştır. Araştırmanın 

sonucunda, norepinefrinin DNA’ya bağlandığı gözlenmiştir. Vizkozite ölçümlerinden; 

düşük derişimlerdeki norepinefrinin DNA’ya elektrostatik etkileşimlerle bağlandığı, 
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ancak derişim arttıkça interkalasyonla da bağlanabildiği keşfedilmiştir. 25 0C’de 

standart Gibbs serbest enerji değişimi yaklaşık -21.17 kJ/mol olarak ölçülmüştür. 

Böylece norepinefrinin DNA’ya bağlanması için dışarıdan enerjiye ihtiyaç olmadığı 

anlaşılmıştır. 

Li ve ark. (89) 2005 yılında yaptıkları araştırmada, antitümör ilaç olan 

Mitoksantron’un (MTX) asetat tampon çözeltilerinde DNA ile etkileşmesini 

incelemiştir. Araştırma sırasında dönüşümlü voltametri ve UV-GB, floresans ve raman 

spektroskopileri yöntemlerinden faydalanılmıştır. Araştırmanın sonucunda; floresans 

spektrumundaki emisyon sönümlemesinde ve dönüşümlü voltametrideki pik 

akımlarında önemli derecede düşüş, UV-GB spektroskopisindeki absorpsiyon 

spektrumunda ise hipokromik etki ve barokromik kayma gözlenmiştir. Bu bulgular 

sayesinde MTX’in DNA’ya interkalasyonla bağlandığı keşfedilmiştir. Raman 

spektroskopisinden elde edilen verilerin yardımıyla, MTX’teki kromoforun sadece bir 

kısmının DNA zincirine bağlandığı anlaşılmıştır. 

Wei ve ark. (90) 2010 yılında yaptıkları araştırmada, 5,10,15,20-tetrakis-(N-

metilpiridinyum-4-il)-21H,23H-porfirinin (TMPyP4) ve bir başka porfirin türevi olan 

5,10,15,20-tetrakis-(N-propilpiridinyum-4-il)-21H,23H-porfirinin (TPrPyP4) 

polietilen glikol varlığında paralel dört zincirli G-kuadruplekse (G4T4G4)4 

bağlanmasını incelemiştir. Araştırma sırasında dairesel dikroizm, görünür bölge 

moleküler absorpsiyon spektroskopisi ve floresans spektroskopisi yöntemlerinden 

faydalanılmıştır. Araştırmanın sonucunda, her C molekülünün 4 adet TMPyP4 veya 

TPrPyP4 molekülünü bağlayabildiği keşfedilmiştir. Yüksek ve düşük bağlanma 

özelliğine sahip iki farklı bağlanma bölgesi gözlenmiştir. Bu bölgelere ait bağlanma 

katsayıları sırasıyla; (G4T4G4)4-TMPyP4 için 2,74 × 108 M-1 ve 8,21 × 105 M-1, 

(G4T4G4)4-TPrPyP4 için ise 2.05 × 108 M-1 ve 1,05 × 106 M-1 olarak bulunmuştur. G-

kuadrupleksin iki ucuna iki porfirin molekülü daha güçlü bir şekilde bağlanırken, diğer 

iki porfirinin iki adet dış oluğa zayıf bir şekilde bağlandığı anlaşılmıştır. 

Shah ve ark. (91) 2010 yılında yaptıkları araştırmada, potansiyel antikanser bir 

ilaç olan 4-nitrofenilferrosen (NFC) ile DNA arasındaki etkileşmeyi incelemiştir. 

Araştırma sırasında UV-GB ve floresan spektroskopileri ve dönüşümlü voltametri 

yöntemlerinden faydalanılmıştır. Araştırmanın sonucunda; dönüşümlü voltametride 

negatif potansiyel kayması, UV-GB spektroskopisinde az miktarda batokromik 
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kayma, floresans spektroskopisinde tamamlanmayan sönümleme ve vizkozitede 

azalma gözlenmiştir. Bu bulgular sayesinde pozitif yüklü NFC ile DNA’daki anyonik 

fosfatlar arasında elektrostatik etkileşim bulunduğu keşfedilmiştir. İlacın serbest ve 

DNA’ya bağlı formlarına ait difüzyon katsayıları, Randles–Sevcik eşitliği kullanılarak 

hesaplanmıştır. Dönüşümlü voltametriden elde edilen verilerin yardımıyla; bağlanma 

sabiti, bağlanma oranları, bağlanma bölgesinin büyüklüğü ve bağlanma serbest enerjisi 

gibi bazı bağlanma parametreleri elde edilmiştir. Bağlanma sabiti ayrıca UV-GB ve 

floresans spektroskopileriyle de hesaplanmış olup, dönüşümlü voltametriyle yakın 

değerlere ulaşılmıştır. 

Bhadra ve Kumar (92) 2011 yılında yaptıkları araştırmada, insan telomerik 

kuadrupleks DNA’sı ile izokinolin alkaloitleri olan berberin, palmatin, koralin ve 

sanguinarinin etkileşmesini inceleyerek etidyum ile karşılaştırmıştır. Araştırma 

sırasında dairesel dikroizm, optik erime, mikrokalorimetri, absorpsiyon spektroskopisi 

ve floresans spektroskopisi yöntemlerinden faydalanılmıştır. Araştırmanın sonucunda, 

tüm moleküllerin DNA’ya 1:1 oranında bağlandığı keşfedilmiştir. Koralin en yüksek 

bağlanma sabitine sahipken (106 M-1), diğerlerinin bağlanma sabitlerinin 105 M-1 

civarında olduğu gözlenmiştir. Etidyumun bağlanma sabiti sanguinarine yakın 

bulunmuştur. Kolilen ve sanguarin, berberin ve palmatine göre DNA’ya daha fazla 

istiflenmiştir. İncelenen tüm alkaloidlerin DNA ile etkileşmesi ekzotermik bir şekilde 

gerçekleşmiştir. Koralin, sanguinarin, berberin ve palmatin için sırasıyla −169, −198, 

−105 ve −95 kal/mol K olan ısı kapasitesi değerlerinden, DNA’ya bağlanmalarına etki 

eden hidrofobik özelliklerinde önemli ölçüde farklılıklar bulunduğu anlaşılmıştır. 

Sirajuddin ve ark. (56) 2012 yılında yaptıkları araştırmada; yeni bir azometin 

olan 3-[(3,5-dimetilfenilimino)metil]benzen-1,2-diol sentezleyerek onu enzimatik, 

antioksidan, antibakteriyel ve antifungal özellikleri, sitotoksisitesi ve DNA ile 

etkileşmesi bakımından incelemiştir. Araştırma sırasında Fourier Dönüşümlü Infrared, 

1H ve 13C NMR spektroskopileri ile tek kristal analizi yöntemlerinden faydalanılmıştır. 

Araştırmanın sonucunda; bileşiğin, interkalasyon ve oluğa bağlanma olmak üzere 2 

yolla DNA ile etkileşmeye girdiği keşfedilmiştir. Bileşiğin interkalasyonda DNA’daki 

organik baz çiftleri arasına yerleştiği, oluğa bağlanmada ise organik bazlarla hidrojen 

bağı oluşturduğu gözlenmiştir. Ayrıca etkili bir antioksidan olduğu bulunmuştur. 
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2.6.1. Gemsitabin HCl ile İlgili Yapılan Çalışmalar 

Kalanur ve ark. (93) 2009 yılında yaptıkları araştırmada, antikanser bir ilaç 

olan GMB’nin DNA ile etkileşmesini incelemiştir. Araştırma sırasında dairesel 

dikroizm, UV-GB ve floresans spektroskopileri ve diferansiyel puls voltametri 

yöntemlerinden faydalanılmıştır. Araştırmanın sonucunda, elektrokimyasal veriler 

yardımıyla ilacın DNA’ya bağlanma sabiti 2,22 x 106 M-1 ve bağlanma oranı 1:2 olarak 

bulunmuştur. Elektrokimyasal ve spektroskopik veriler yardımıyla da ilacın DNA’da 

oluğa bağlandığı keşfedilmiştir. Ayrıca GMB’nin farmasötik preparatlardan tayini için 

diferansiyel puls voltametrisinde 5 x 10-6 - 7,5 x 10-4 M aralığında doğrusal olan bir 

yöntem geliştirilmiştir. Gözlenebilme sınırı 1,06 x 10-6 M olarak ölçülen bu yöntemin 

GMB tayininde başarıyla uygulanabildiği belirtilmiştir. 

2.6.2. İrinotekan HCl ile İlgili Yapılan Çalışmalar 

Tamyürek (94) 2015 yılında yaptığı çalışmada; İTN’nin hemoglobin, globulin 

ve insan serum albumini gibi serum proteinlerine bağlanması incelemiştir. Bu amaçla 

[3-(2,3-epoksipropoksi)propil]trimetoksisilan ile modifiye edilmiş süperparamagnetik 

demir oksit nanopartikül (GPTS-SPION) yüzeyi kullanılmıştır. Bu nanopartiküller 

NH4OH ile Fe2+ ve Fe3+ tuzları birlikte çöktürülerek sentezlenmiş ve sonra SPION 

yüzeyinde fonksiyonel epoksi grupları elde etmek için GPTS ile modifiye edilmiştir. 

Sonuçlar sırasıyla 20 mg GPTS modifiye SPION yüzeyine; insan serum albuminin 

(HSA) 44,1, globulinin 21,2 ve hemoglobinin 32,6 μg kadar bağlandığı bulunmuştur. 

İTN’nin serum proteinlerine bağlanma miktarlarının belirlenmesi amacıyla, İTN’nin 

spektroflorimetrik yöntemle uyarma ve yayılma dalga boyları belirlenmiştir. Buna 

göre uyarma dalga boyu 299 nm iken, yayılma dalga boyu 448 nm bulunmuştur. 25 

mg GPTS modifiye SPION yüzeyin serum protein-SPION yüzeylerine İTN bağlanma 

miktarları HSA için 37,3, globulin için 43,2 ve hemoglobin için 40,8 μg kadar 

bulunmuştur. Nanopartikül yüzeyine HSA, globulin ve hemoglobin ile İTN’nin 

bağlanmaları IR spektroskopisi ile doğrulanmıştır. Ayrıca yüzey karakterizasyonu için 

Taramalı Elektron Mikroskobu analizi yapılmıştır. GPTS-SPION yüzeyinde serum 

proteini-İTN etkileşmesinin termal davranışı, termogravimetrik analiz kullanılarak 

incelenmiştir. Termal parçalanmanın kinetik parametreleri, Horowitz-Metzger metodu 

kullanılarak tayin edilmiştir. 
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Temerk ve ark. (95) 2018 yılında yaptıkları çalışmada, antikanser bir ilaç olan 

İTN’nin ssDNA ve dsDNA ile etkileşmesini incelemiştir. Araştırma sırasında 

voltametrik ve spektroskopik yöntemlerden faydalanılmıştır. Araştırmanın sonucunda, 

İTN molekülünün interkalasyonla DNA zincirindeki organik bazların arasına 

yerleştiği ve bu etkileşmenin iyonik güçlerden bağımsız bir şekilde gerçekleştiği 

keşfedilmiştir. dsDNA varlığında spektrumda hiperkromik etki gözlenmiştir. Bu 

durum, ilaçtaki kromofor grubun DNA’daki organik bazlarla interkalasyon yaptığını 

göstermektedir. ssDNA varlığında ise DNA’nın dış kısmındaki negatif yüklü fosfat 

grupları ile İTN arasında elektrostatik etkileşim gerçekleştiği keşfedilmiştir. Daha 

sonra İTN-dsDNA ve İTN-ssDNA komplekslerinin bağlanma sabitleri, stokiyometrik 

katsayıları ve termodinamik parametreleri değerlendirilmiştir. ssDNA ile yapılan 

çalışmalar dsDNA ile yapılanlara göre daha etkili sonuç vermiştir. İTN’nin pik 

akımlarının, DNA derişimiyle orantılı olarak değiştiği anlaşılmıştır. dsDNA ve 

ssDNA’nın gözlenebilme sınırları sırasıyla 5,49 x 10-7 ve 1,87 x 10-7 M olarak 

bulunmuştur. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Cihazlar 

UV-GB spektrofotometresi              Shimadzu UV-1700 PharmaSpec 

Buzdolabı                Bosch 

Hassas terazi           Mettler Toledo AG285 

Manyetik karıştırıcı               Jeno Tech MS-51M 

Otomatik pipet          Eppendorf Research Plus (100-1000 µL / 1000-5000 µL) 

pH metre          Mettler Toledo MA235 

Saf su sistemi          Bornstead Nanopure Diamond 

Ultrasonik banyo         Bandelin Sonorex Super RK 514 BH 

Vortex karıştırıcı            IKA Vortex Genius 3 

3.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

DNA                Sigma 

Fosforik asit            H3PO4 (Merck) 

Gemsitabin HCl           C9H12ClF2N3O4.HCl (Mustafa Nevzat İlaç Sanayii A.Ş.) 

İrinotekan HCl  C33H39ClN4O6.HCl (Mustafa Nevzat İlaç Sanayii A.Ş.) 

Sodyum dihidrojen fosfat                NaH2PO4 (Merck) 

Sodyum fosfat                             Na2HPO4 (Merck) 

Sodyum hidroksit           NaOH (Merck) 

3.3. Kullanılan Cam ve Sarf Malzemeler 

Balon joje               Pyrex (10, 25, 50, 100, 250 ve 2000 mL) 

Beher              250 mL 

Otomatik pipet ucu                1000 µL / 5000 µL 

Ölçekli santrifüj tüpü                    15 mL 

Piset              500 mL 

Spatül                 Metal 

Spektrofotometre küveti           Kuvars (1x1x3,5 cm) 

Tartım kabı               Plastik 

Vial           Plastik (1,5 mL / 2 mL) 
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3.4. Çözeltilerin Hazırlanması 

DNA Stok Çözeltisi 

Hassas terazide 40 mg DNA tartılarak balon jojeye aktarılmış ve saf su ile 100 

mL’ye tamamlanmıştır. Vortex karıştırıcı kullanılarak homojen karışması sağlanan 

çözeltinin derişimi 1,376 x 10-3 M’dir. DNA çalışma çözeltileri bu stok çözeltiden pH 

7,4 ve pH 4,7 fosfat tampon çözeltileri ile uygun seyreltmeler yapılarak günlük olarak 

hazırlanmıştır. DNA’nın absorbans oranları ölçülerek (A260 / A280 ve A260 / A230) 

DNA’nın saflığı da hesaplanabilmektedir. Bu oranın 1,8-1,9 aralığında olması 

DNA'nın yeterince proteinsiz (saf) olduğu anlamına gelir. Yaptığımız ölçümlerde 

DNA’nın saflık oranı 1,81 bulunmuştur. 

Gemsitabin HCl Stok Çözeltisi 

Hassas terazide 90 mg GMB tartılarak balon jojeye aktarılmış ve saf su ile 100 

mL’ye tamamlanmıştır. Vortex karıştırıcı kullanılarak homojen karışması sağlanan 

çözeltinin derişimi 3 x 10-3 M’dir. GMB çalışma çözeltileri bu stok çözeltiden tampon 

çözeltiler ile uygun seyreltmeler yapılarak günlük olarak hazırlanmıştır. 

İrinotekan HCl Stok Çözeltisi 

Hassas terazide 62,4 mg İTN tartılarak balon jojeye aktarılmış ve saf su ile 100 

mL’ye tamamlanmıştır. Vortex karıştırıcı kullanılarak homojen karışması sağlanan 

çözeltinin derişimi 10-3 M’dir. İTN çalışma çözeltileri bu stok çözeltiden tampon 

çözeltiler ile uygun seyreltmeler yapılarak günlük olarak hazırlanmıştır. 

Fosforik Asit Çözeltisi (0,5 M H3PO4) 

 250 mL’lik balon joje, yarısına kadar saf su ile doldurulmuştur. 1,71 g/mL 

yoğunluğa sahip %85’lik H3PO4 çözeltisinden 8 mL alınarak bu balon jojeye 

aktarılmış ve saf su ile 250 mL’ye tamamlanmıştır. Manyetik karıştırıcı kullanılarak, 

hazırlanan çözeltinin homojen karışması sağlanmıştır. 
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Sodyum Hidroksit Çözeltisi (0,2 M NaOH) 

 Hassas terazide 2 g NaOH tartılarak balon jojeye aktarılmış ve saf su ile 250 

mL’ye tamamlanmıştır. Manyetik karıştırıcı kullanılarak, hazırlanan çözeltinin 

homojen karışması sağlanmıştır. 

pH 7,4 Fosfat Tampon Çözeltisi 

Hassas terazide 7,098 g Na2HPO4 tartılarak balon jojeye aktarılmış ve saf su 

ile 250 mL’ye tamamlanmıştır. Daha sonra hazırlanan bu 0,2 M Na2HPO4 üzerine, pH 

7,4’te sabitlenene kadar 0,5 M H3PO4 eklenmiştir. Manyetik karıştırıcı kullanılarak, 

hazırlanan tüm çözeltilerin homojen karışması sağlanmıştır. 

pH 4,7 Fosfat Tampon Çözeltisi 

Hassas terazide 7,8 g NaH2PO4 tartılarak balon jojeye aktarılmış ve saf su ile 

250 mL’ye tamamlanmıştır. Daha sonra hazırlanan bu 0,2 M NaH2PO4 üzerine, pH 

4,7’de sabitlenene kadar 0,2 M NaOH eklenmiştir. Manyetik karıştırıcı kullanılarak, 

hazırlanan tüm çözeltilerin homojen karışması sağlanmıştır. 

3.5. UV-Görünür Bölge Absorpsiyon Spektroskopisi ile DNA-İlaç 

Etkileşmelerinin İncelenmesi 

DNA-ilaç etkileşmesinin belirlenmesi için spektrofotometrik titrasyon yöntemi 

kullanılmıştır. Bunun için sabit derişimdeki ilaç çözeltisi üzerine artan derişimlerde 

DNA çözeltisi ilave edilmiştir. İlaç çözeltisinin tek başına ve her DNA çözeltisi 

ilavesinden sonra UV-GB spektrumları alınmıştır. Her deney pH 7,4 ve pH 4,7 fosfat 

tampon çözeltilerinde 6 defa tekrarlanmıştır. Elde edilen UV spektrumlarında 

absorbans değerindeki değişimler izlenmiştir. Bu spektrumlardan yararlanarak, 

1/[DNA]’ya karşı A0/(A-A0) değerleri grafiğe geçirilmiştir. Daha sonra Benesi-

Hildebrand eşitliği uygulanarak bağlanma sabitleri hesaplanmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. DNA-Gemsitabin HCl Etkileşimi Bulguları 

DNA ve GMB çözeltilerinin UV spektrumları Şekil 4.1 ile gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.1. a) 3 x 10-5 M GMB, b) 5 x 10-6 M DNA çözeltilerinin UV spektrumları. 

DNA’nın artan derişimlerdeki UV spektrumları Şekil 4.2 ile gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.2. DNA’nın  artan  derişimlerdeki  UV  spektrumları.   a) 14 x 10-6 M, 

     b) 16,86 x 10-6 M,          c) 25,29 x 10-6 M,          d) 33,72 x 10-6 M, 

     e) 42,16 x 10-6 M,          f) 50,59 x 10-6 M,           g) 59,02 x 10-6 M, 

     h) 67,45 x 10-6 M,          i) 75,88 x 10-6 M. 
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 GMB çözeltisinin artan derişimlerdeki UV spektrumları Şekil 4.3 ile 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.3. GMB’nin  artan  derişimlerdeki  UV  spektrumları.  a) 1,5 x 10-5 M, 

     b) 3 x 10-5 M,    c) 4,5 x 10-5 M,      d) 6 x 10-5 M,    e) 7,5 x 10-5 M, 

     f) 9 x 10-5 M,   g) 10,5 x 10-5 M,   h) 12 x 10-5 M,   i) 13,5 x 10-5 M, 

     j) 15 x 10-5 M. 

DNA-GMB kompleksinin oluşumunu saptamak amacıyla Job yöntemi 

uygulanmıştır. Sabit hacimde GMB ve DNA’nın birbirine göre derişimleri 

değiştirilerek elde edilen UV spektrumları (Şekil 4.4) ve DNA çözeltisi üzerine GMB 

yerine aynı hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV spektrumları (Şekil 4.5) 

karşılaştırılmıştır. Şekil 4.4’te azalan DNA derişimlerine rağmen sinyalde artış 

gözlenmesi, kompleksin oluştuğunu göstermiştir. 
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Şekil 4.4. DNA  üzerine  artan  derişimlerde   GMB   eklenmesi  ile  elde  edilen  UV 

spektrumları. A.  a) 5 x 10-5 M DNA + 0 M GMB, b) 4,76 x 10-5 M DNA + 

0,24 x 10-5 M   GMB,     c) 4,55 x 10-5 M   DNA   +   0,45 x 10-5 M   GMB, 

d) 4,16 x 10-5 M  DNA  +  0,84 x 10-5 M  GMB,   e) 3,75 x 10-5 M  DNA  + 

1,25 x 10-5 M    GMB,    f) 2,5 x 10-5 M    DNA    +    2,5 x 10-5 M    GMB, 

         g) 1,25 x 10-5 M  DNA  +  3,75 x 10-5 M  GMB,   h) 0,84 x 10-5 M  DNA  + 

    4,16 x 10-5 M   GMB,      i) 0,45 x 10-5 M   DNA   +   4,55 x 10-5 M   GMB, 

    j) 0,24 x 10-5 M    DNA    +    4,76 x 10-5 M    GMB,      k) 0 M     DNA    + 

    5 x 10-5 M GMB. B. Yakınlaştırılmış spektrumlar. 

 

Şekil 4.5.  5 x 10-5 M  DNA  çözeltisi üzerine  GMB  yerine Şekil 4.4’teki derişimleri 

      oluşturan hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV spektrumları. 
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Kan ve mide pH’larında DNA-GMB etkileşmeleri arasında fark olup 

olmadığını test etmek amacıyla kan pH’ında (pH 7,4) (Şekil 4.6) ve mide pH’ında (pH 

4,7) (Şekil 4.7) DNA-GMB etkileşmesi için ayrı ayrı çalışmalar yapılmış ve UV 

spektrumları her pH için kaydedilmiştir. 

 

Şekil 4.6. pH   7,4   fosfat   tampon   çözeltisinde   3 x 10-5 M   GMB   üzerine   artan 

     derişimlerde  DNA  eklenmesi  ile  elde  edilen  UV  spektrumları.  a) 0 M, 

     b) 10-5 M,    c) 1,5 x 10-5 M,   d) 2 x 10-5 M,   e) 3 x 10-5 M,   f) 4 x 10-5 M, 

     g) 5 x 10-5 M. 

. 
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Şekil 4.7. pH   4,7   fosfat   tampon   çözeltisinde   3 x 10-5 M   GMB   üzerine   artan 

     derişimlerde  DNA  eklenmesi  ile  elde  edilen  UV  spektrumları.  a) 0 M, 

     b) 10-5 M,    c) 1,5 x 10-5 M,   d) 2 x 10-5 M,   e) 3 x 10-5 M,   f) 4 x 10-5 M, 

     g) 5 x 10-5 M. 

pH 7,4 ve pH 4,7 fosfat tampon çözeltilerinden elde edilen UV 

spektrumlarından yararlanarak, 268 nm’de 1/[DNA]’ya karşı A0/(A-A0) değerleri 

grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4.8 ve Şekil 4.9). Daha sonra Benesi-Hildebrand eşitliği 

uygulanarak bağlanma sabitleri hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.8.   pH 7,4 fosfat tampon çözeltisinde DNA-GMB etkileşimi için 268 nm 

       dalga boyunda yapılan ölçüm sonucunda 1/[DNA]’ya karşı A0/(A-A0) 

       grafiği (n=6). 

 

 

Şekil 4.9.   pH 4,7 fosfat tampon çözeltisinde DNA-GMB etkileşimi için 268 nm 

       dalga boyunda yapılan ölçüm sonucunda 1/[DNA]’ya karşı A0/(A-A0) 

       grafiği (n=6). 
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4.2. DNA-İrinotekan HCl Etkileşimi Bulguları 

DNA ve İTN çözeltilerinin UV spektrumları Şekil 4.10 ile gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.10. a) 10-5 M İTN, b) 3 x 10-5 M DNA çözeltilerinin UV spektrumları. 

İTN çözeltisinin artan derişimlerdeki UV spektrumları Şekil 4.11 ile 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.11.   İTN’nin   artan   derişimlerdeki   UV   spektrumları.     a) 10-5 M, 

         b) 2 x 10-5 M,     c) 3 x 10-5 M,      d) 4 x 10-5 M,     e) 5 x 10-5 M, 

         f) 6 x 10-5 M, g) 7 x 10-5 M. 

DNA-İTN kompleksinin oluşumunu saptamak amacıyla İTN çözeltisi üzerine 

artan derişimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumları (Şekil 4.12) ve 

DNA çözeltisi üzerine İTN yerine aynı hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV 

spektrumları (Şekil 4.13) karşılaştırılmıştır. 
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Şekil 4.12.  3 x 10-5 M İTN üzerine artan derişimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen 

        UV   spektrumları.   a) 0 M,    b) 2 x 10-6 M,    c) 5 x 10-6 M,    d) 10-5 M, 

        e) 2 x 10-5 M, f) 4 x 10-5 M, g) 6 x 10-5 M, h) 8 x 10-5 M,  i) 10-4 M. 

 

Şekil 4.13.  10-4 M  DNA  çözeltisi  üzerine  İTN  yerine  Şekil 4.12’deki  derişimleri 

        oluşturan hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV spektrumları. 
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Kan ve mide pH’larında DNA-İTN etkileşmeleri arasında fark olup olmadığını 

test etmek amacıyla kan pH’ında (pH 7,4) (Şekil 4.14) ve mide pH’ında (pH 4,7) (Şekil 

4.15) DNA-İTN etkileşmesi için ayrı ayrı çalışmalar yapılmış ve spektrumları her pH 

için kaydedilmiştir. 

 

Şekil 4.14.    pH 7,4   fosfat   tampon   çözeltisinde   3 x 10-5 M   İTN   üzerine   artan 

          derişimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumları.     a) 0 M, 

         b) 2 x 10-6 M,   c) 5 x 10-6 M,   d) 10-5 M,   e) 2 x 10-5 M,   f) 4 x 10-5 M, 

         g) 6 x 10-5 M, h) 8 x 10-5 M, i) 10-4 M. 
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Şekil 4.15.    pH 4,7   fosfat   tampon   çözeltisinde   3 x 10-5 M   İTN   üzerine   artan 

          derişimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumları.     a) 0 M, 

         b) 2 x 10-6 M,   c) 5 x 10-6 M,   d) 10-5 M,   e) 2 x 10-5 M,   f) 4 x 10-5 M, 

         g) 6 x 10-5 M, h) 8 x 10-5 M, i) 10-4 M. 

pH 7,4 ve pH 4,7 fosfat tampon çözeltilerinden elde edilen UV 

spektrumlarından yararlanarak, 220 nm ve 255 nm dalga boylarındaki piklerin 

1/[DNA]’ya karşı A0/(A-A0) değerleri grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4.16 ve Şekil 4.17). 

Daha sonra Benesi-Hildebrand eşitliği uygulanarak bağlanma sabitleri hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.16.   pH 7,4 fosfat tampon çözeltisinde DNA-İTN etkileşimi için 1/[DNA]’ya 

         karşı A0/(A-A0) grafiği (n=6). 

 

 

Şekil 4.17.   pH 4,7 fosfat tampon çözeltisinde DNA-İTN etkileşimi için 1/[DNA]’ya 

         karşı A0/(A-A0) grafiği (n=6). 
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5. TARTIŞMA 

 Antineoplastik ilaçlardan GMB’nin ve İTN’nin DNA ile etkileşmelerinin 

kanıtlanması ve etkileşme türlerinin belirlenmesi amacıyla yapılan bu tezde her iki 

madde için de çeşitli çalışmalar yapılmıştır.  

 Öncelikle maddelerin ve DNA’nın spektrumları çizdirilmiştir. DNA 260 ve 

GMB 268 nm’de birer pik verirken İTN 220, 255, 355 ve 370 nm’de 4 adet pik 

vermiştir. 

DNA’nın ve maddelerin düzenli artan derişimlerde UV spektrumları 

çizdirilmiştir. Artan derişimle maksimum absorbans yaptıkları dalga boyları genel 

olarak sabit kalmıştır. Derişimle orantılı olarak absorbansların arttığı gözlenmiştir 

(Şekil 4.2, Şekil 4.3 ve Şekil 4.11). 

DNA-madde kompleksine ait dalga boyu ve absorbans değerlerinin zamana 

bağlı olarak değişip değişmediğini saptamak amacıyla sulu ortamda maddelerin 

üzerine artan derişimlerde DNA eklenmiştir. Eklenme anında ve sonrasındaki 2., 4., 

6., 8. ve 10. dakikalarda ölçümler yapılarak bulguların değişmediği gözlenmiştir. 

 GMB-DNA kompleksinin oluşumu için gerekli derişim aralığının saptanması 

amacıyla Job (devamlı değişmeler) yöntemi uygulanmıştır (96). Bu amaçla toplam 

hacim sabit tutularak GMB ve DNA’nın birbirine göre derişimleri değiştirilmiş ve her 

bir durum için UV spektrumları kaydedilmiştir (Şekil 4.4). Karşılaştırma yapabilmek 

için DNA çözeltisi üzerine GMB yerine aynı hacimlerde su eklenmiştir (Şekil 4.5). 

Elde edilen spektrumların karşılaştırılması sonucunda, GMB eklenen çözeltiden elde 

edilen absorbans değerlerinde artış, DNA-su çözeltisinden elde edilen absorbans 

değerlerinde seyrelmeden dolayı azalma gözlenmiştir (Şekil 4.5). Ayrıca DNA-GMB 

çözeltisindeki piklerde DNA derişiminin artmasıyla hipsokromik kayma gözlenmiştir. 

Bu durum DNA ve GMB arasında kompleks oluştuğunu göstermektedir (54, 55). 

 Kan ve mide pH’larında DNA-GMB etkileşmeleri arasında fark olup 

olmadığını test etmek amacıyla kan pH’ında (pH 7,4) ve mide pH’ında (pH 4,7) DNA-

GMB etkileşmesi için fosfat tamponları kullanılarak ayrı ayrı çalışmalar yapılmış ve 

spektrumları her pH için kaydedilmiştir. Her iki pH değerinde de kompleks oluşumuna 

bağlı olarak hiperkromik etki ve 4 nm kadar hipsokromik kayma gözlenmiştir. 

Hipsokromik kaymanın sebebi; DNA’daki organik bazların, molekülün 

ortaklanmamış elektron çiftleri ile hidrojen bağları vermesidir (51). İnterkalasyonda 
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DNA ile molekül arasındaki π bağlarına bağlı olarak 15 nm’den büyük bir kayma 

gözlenirken oluğa bağlanmada bu miktar 8 nm’den küçüktür (93). Ayrıca oluğa 

bağlanan moleküllerde, birbirine bağlı ancak kaynaşmamış aromatik halka sistemleri 

bulunmaktadır (97). Bu da GMB’nin DNA ile oluğa bağlanma yoluyla etkileştiğini 

göstermektedir. Bu verinin literatür bulgusuna (93) uygun olduğu görülmektedir. 

 GMB’nin hangi pH değerine sahip ortamda DNA’ya daha güçlü bağlandığını 

test etmek amacıyla, spektrumlardan yararlanarak, pH 7,4 ve pH 4,7 için 268nm’de 

1/[DNA]’ya karşı A0/(A-A0) değerleri grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4.8, Şekil 4.9). Daha 

sonra Benesi-Hildebrand eşitliği uygulanarak bağlanma sabitleri hesaplanmıştır. pH 

7,4 tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 1948 M-1 olarak 

hesaplanırken, pH 4,7 tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 956 

M-1 olarak hesaplanmıştır. Bu durum kan pH’ında DNA-GMB etkileşmesinin daha 

güçlü olduğunu göstermektedir. 

 DNA-İTN kompleksinin oluşumunu saptamak amacıyla sulu ortamda DNA 

çözeltisi üzerine artan derişimlerde İTN eklenmiştir. Karşılaştırma yapabilmek için 

DNA çözeltisi üzerine İTN yerine aynı hacimlerde su eklenmiştir (Şekil 4.12 ve Şekil 

4.13). Elde edilen spektrumların karşılaştırılması sonucunda, İTN eklenen çözeltiden 

elde edilen absorbans değerlerinde artış, DNA-su çözeltisinden elde edilen absorbans 

değerlerinde seyrelmeden dolayı azalma gözlenmiştir (Şekil 4.13). Ayrıca DNA-İTN 

çözeltisinde DNA derişiminin artmasıyla 220 nm’deki pikte hipsokromik kayma ve 

255 nm’deki pikte batokromik kayma gözlenmiştir. Bu durum DNA ve İTN arasında 

kompleks oluştuğunu göstermektedir. 

 Kan ve mide pH’larında DNA-İTN etkileşmeleri arasında fark olup olmadığını 

test etmek amacıyla kan pH’ında (pH 7,4) ve mide pH’ında (pH 4,7) DNA-İTN 

etkileşmesi için fosfat tamponları kullanılarak ayrı ayrı çalışmalar yapılmış ve 

spektrumları her pH için kaydedilmiştir. Her iki pH değerinde de kompleks oluşumuna 

bağlı olarak 220 nm ve 255 nm’deki piklerde hiperkromik etki gözlenmiştir. İTN’de 

π-π* ve n-π* olmak üzere iki tür elektronik geçiş bulunmaktadır. İTN spektrumundaki 

geniş absorpsiyon bantları da ligand içi π-π* geçişlerinden kaynaklanmaktadır. Ortama 

DNA eklendiğinde, interkalasyonla DNA’ya bağlanan maddelerin yapısal olarak 

sıkışması sonucunda π-π* geçiş bölgesinde DNA-İTN kompleks oluşumuna bağlı 

olarak hiperkromik etki oluşmaktadır (95). pH 7,4 tampon çözeltisinde 220 nm’deki 
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pikte 16 nm hipsokromik kayma, 255 nm’deki pikte 2 nm batokromik kayma ve pH 

4,7 tampon çözeltisinde 220 nm’deki pikte 2 nm hipsokromik kayma, 255 nm’deki 

pikte 3 nm batokromik kayma gözlenmiştir. Bu da İTN’nin DNA ile interkalasyon 

yoluyla etkileştiğini göstermektedir. Bu verinin literatür bulgusuna (95) uygun olduğu 

görülmektedir. 

 İTN’nin hangi pH değerine sahip ortamda DNA’ya daha güçlü bağlandığını 

test etmek amacıyla; spektrumlardan yararlanarak pH 7,4 ve pH 4,7 için 220 nm ve 

255 nm dalga boylarındaki piklerin 1/[DNA]’ya karşı A0/(A-A0) değerleri grafiğe 

geçirilmiştir (Şekil 4.16 ve Şekil 4.17). Daha sonra Benesi-Hildebrand eşitliği 

uygulanarak bağlanma sabitleri hesaplanmıştır. 220 nm’deki pike göre pH 7,4 tampon 

çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 12632 M-1 olarak hesaplanırken, pH 

4,7 tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 10825 M-1 olarak 

hesaplanmıştır. 255 nm’deki pike göre pH 7,4 tampon çözeltisindeki kompleksin 

bağlanma sabiti değeri 6348 M-1 olarak hesaplanırken, pH 4,7 tampon çözeltisindeki 

kompleksin bağlanma sabiti değeri 2798 M-1 olarak hesaplanmıştır. Bu durum kan 

pH’ında DNA-İTN etkileşmesinin daha güçlü olduğunu göstermektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Bu tez kapsamında; antineoplastik ilaçlardan GMB ve İTN’nin DNA ile 

etkileşmelerinin UV spektrofotometrik yöntemle incelenmesi ve etkileşme 

mekanizmalarının aydınlatılması için çalışmalar yapılmıştır. Çalışmalar hem sulu 

ortamda, hem de iki farklı pH (pH 7,4 ve pH 4,7) için tampon çözelti ortamlarında 

gerçekleştirilmiştir. Çalışılan moleküllerin DNA ile etkileşmesinin zamana bağlı 

olmadığı gözlenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre; GMB’nin DNA ile etkileşmesinin 

oluğa bağlanma, İTN’nin DNA ile etkileşmesinin ise interkalasyon yoluyla 

gerçekleştiği görülmüştür. DNA-GMB kompleksi için pH 7,4 tampon çözeltisindeki 

bağlanma sabiti değeri 1948 M-1 olarak hesaplanırken, pH 4,7 tampon çözeltisindeki 

bağlanma sabiti değeri 956 M-1 olarak hesaplanmıştır. DNA-İTN kompleksi için; 220 

nm’de pH 7,4 tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 12632 M-1, 

pH 4,7 tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 10825 M-1 olarak 

hesaplanırken, 255 nm’de pH 7,4 tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti 

değeri 6348 M-1, pH 4,7 tampon çözeltisindeki kompleksin bağlanma sabiti değeri 

2798 M-1 olarak hesaplanmıştır. Bu verilerin ışığında bağlanma sabitinin kan pH’ında 

daha yüksek olduğu anlaşılmıştır. 

Tezden elde edilen verilerin değerlendirilmesi sonucunda DNA-ilaç 

etkileşmeleri ile ilgili çalışmalarda UV spektrofotometrik yöntemden 

faydalanılabileceği görülmüştür. 
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