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Kanserin ilac ile tedavisinde metal icerikli cisplatin (CDDP) turevi ilaglarin
kullaniimasina yonelik calismalar, 1960’larda CDDP’nin antikanser aktivitesinin
kesfi ile baglamistir. CDDP ile tedavide karsilasilan yan etkilerin siddetli olmasi ve
bazi hucre tiplerinin CDDP’ye direng goOstermesi, ilacin etki mekanizmasinin
arastinimasini gerekli kilmistir. Ginuimuzde yalnizca birkag adet Pt bilesiginin
antikanser ila¢ olarak klinik uygulamalarda kullaniliyor olmasi, yeni nesil platin ve
diger gecis metal (Pd, Ru, Au) komplekslerinin sentezlenmesine ve in vitro
ortamda antikanser aktivitelerinin arastirlmasina sebep olmustur. Yapilan
calismalar, aday antikanser molekll i¢in hedef molekilin DNA oldugunu ve
uygulanan ilacin yalnizca %1 oraninda hedefe ulastigini gostermistir. Hedef
molekule ulasan ilag oraninin yetersiz olmasi, ilacin DNA’'ya ulasana dek, hicre
icinde veya disinda etkilesime girdigi diger biyomolekullerin tespit edilmesini ve
etkilesim oraninin belirlenmesini gerekli kilmistir. Ayrica ilacin hicre igine alinma
mekanizmasinin ve DNA’'ya baglanma sonrasi gerceklesen reaksiyonlarin
aydinlatiimasi gerektirmektedir.



Elektro Sprey iyonlasma (ESI) ve Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon iyonlagsmal
(MALDI) yumusak iyonlagma tekniklerinin kesfedilmesi ile biyomolekullerin ve
daha da o©nemlisi onlarin zayif kovalent olmayan komplekslerinin kutle
spektrometresi (MS) ile bozunmaya ugramadan analizleri mimkdn hale gelmigtir.
Inorganik yapinin organik yapiya baglanmasi éncesi ve sonrasinda elde edilen
kitle spektrumlarinin farklih@i ilag-biyomolekil etkilesimlerinin kitle spektrometresi
ile incelenmesine olanak saglamistir. Organik ve inorganik yapilarin ayni anda
analiz edilebiliyor olmasi, Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) gibi klasik tekniklerle
elde edilemeyen duguk tayin limitlerine inilebilmesine olanak saglamasi,
kristolografik tekniklerde aranan mukemmel kristal olusumuna gereksinim
gOstermemesi, on ayirma gerektirmeksizin analize imkan saglamasi nedeniyle
ESI-QTOF(Dort kutuplu-ugus zamanh)-MS ve MALDI-TOF(ugus zamanli)-MS
tekniklerinin ilag-biyomolekul etkilesimlerinin izlenmesinde kullanimi
yayginlasmistir.

Bu tez kapsaminda; yeni nesil Pt komplekslerinden biri olan “Kloro-2,6-bis (N-
metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(I)kloriir” molekiliniin (B19), IR, *H NMR, ESI-
QTOF MS ve MALDI-TOF MS teknikleri ile karakterizasyonu gergeklestirilmistir.
Antikanser ilaglar icin hedef molekil olan DNA ile etkilesimi temsil etmesi
agisindan in vivo ortami taklit eden in vitro ortamda ilk kez ntkleotid/oligonUkleotid
(dekamer) ile inkUibasyonu sonucu olusan kompleksler incelenmis, etkilesim
bdlgeleri tespit edilmistir. Olusan kovalent olmayan komplekslerin MALDI ve ESI
iyonlasma mekanizmalari aydinlatiimistir. inkiibasyon mol orani, inkiibasyon
suresi ve tampon ¢ozeltinin sirasiyla kompleks olusumuna ve kutle spektrumuna
etkisi incelenmistir.

Farkli derisimlerde hazirlanan B19 molekilline ait ESI-QTOF MS verileri
kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmus ve inkubasyon ¢ozeltilerindeki azalan
B19 derisimi hesaplanarak, biyomolekul-ila¢ etkilesimleri hem inkibasyon mol
orani hem de inklUbasyon suresi yonunden karsilastiriimistir.

Hedef molekdl olan DNA’ya ilacin ulagsmasinda engel teskil eden sitokrom C,
lizozim ve ubiqutin gibi proteinler ile B19 molekulinin yapmis oldugu kompleksler
MALDI-TOF MS ve ESI-QTOF MS ile tayin edilmistir. Bu tlr kanser ilaclarina
yuksek oranda girisim gosteren ve ilaglarin aktivitesinin azalmasinda énemli rol
oynayan glutatiyon peptidi (GSH) ve oligomerin bir arada bulundugu yarigmal
inkiibasyon ortaminda B19'un davranigi detayli olarak incelenmistir.B19 molekulu
ile elde edilen olumlu sonuglar nedeniyle, B19 molekulinin 3 farkh tlrevi 6n
denemelere tabi tutulmustur. B19 molekulindeki Pt yerine Pd yerlestirilerek elde
edilen ve B19 ile ayni ligandlara sahip olan B20 molekullu (kloro-2,6-bis(N-metil-
benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(ll)klorlr), sudaki dusuk ¢6zUnurligu nedeniyle
ileri analizlere alinmamistir. B19 molekulindeki benzimidazol halkasina bagli olan
N-metil grubunun 1,3-propilstlfonat ile degistiriimesi ile elde edilen Pt temelli B33
bilesigi (kloro-2,6-bis(1,3-propilsulfonat-benzimidazol-2-il)piridin platin(ll) klordr) ve
B33 ile ayni liganda sahip Pd temelli B35 bilesiginin (kloro-2,6-bis(1,3-
propilsulfonat-benzimidazol-2-il) piridinpaladyum(ll)klorur) yapisi MALDI-TOF MS
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ile tayin edilmis ve s6z konusu bu molekullerin nikleotidler ile inkiibasyonuna ait
cozeltler MALDI-TOF MS sisteminde analiz edilmistir. B19, B33 ve B35
molekullerinin sitotoksik etkileri prostat kanseri hucre hatti PC-3 ve akciger kanseri
hdcre hatti A-549 kullanilarak test edilmis, 1Cso degerleri belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: cisplatin, Platin igerikli antikanser ilaglar, MALDI-TOF MS,
ESI-QTOF-MS, antikanser ilag-biyomolekul etkilesimleri, kovalent olmayan ilag-
biyomolekul kompleksleri, benzimidazoller



ABSTRACT
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Studies on the use of metal based drugs, derivatives of cisplatin (CDDP), in the
treatment of cancer by medicine began in the 1960s with the discovery of CDDP.
Investigation of the drug’s effect mechanism became necessary due to the
displayed CDDP resistance of many cell types and serious side effects of CDDP in
treatment. Nowadays, only a few amount of Pt compounds have being used as
anticancer drug in clinical applications, caused the synthesis of new genaration
platinium and other transition metal complexes (Pd, Ru, Au) and researching the
anticancer activity of them in vitro. The studies showed that DNA is the target
molecule of anticancer drug and only 1% of the used drug can reach the target.
Since the rate of the drug reaches the target molecule is inadequate, it's
necessary to detect the other biomolcules which can interact with drug until it
reaches to the DNA in the cell or outside the cell and to determine the rate of
interaction. Also the mechanism of drug uptake into cells and reactions that occur
after binding to the DNA were should be determined.

By the discovery of soft ionization techniques, electrosprey ionization (ESI) and
matrix assisted laser desorption ionization (MALDI), analysis of biomolecules and
most importantly their weak noncovalent complexes by mass spectrometry (MS)
are made possible without degradation. The differences between mass spectra of
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free organic structure and its complex compound allow to analyze the interactions
of drug-biomolecule. Electrosprey ionization-Quadrapol-time-of-flight (ESI-QTOF
MS) and MALDI-TOFMS techniques usage became widespread for monitoring the
drug-biomolecule interactions due to organic and inorganic structures can be
anlayzed simultaneously, low detection limit can be reached that can not be
possible by classical techniques, such as Nuclear Magnetic Resonance (NMR),
there is no necessarity to the perfect crystalline formation that is requirement for
crystallographic techniques and enable to analyze the samples without any pre-
separation step.

In this thesis, a new generation platinum compound, chloro-2,6-bis (N-methyl-
benzimidazole-2-yl)pyridineplatinum(ll) chloride (B19), was characterized by ESI-
QTOF-MS, MALDI-TOF MS, Infrared (IR) and proton (*H) NMR techniques. This
is the first time, the complexes were analyzed that formed at the end of nucleotide
/ oligonucleotide (decamer) — B19 incubation in vitro that mimics in vivo to
represent the interactions of target DNA and anticancer drug, and interaction sites
were identified. lonization mechanisms of noncovalent complexes in MALDI and
ESI techniques were clarified. The effects of buffer type, incubation time and mol
range on complex formation and mass spectra were investigated. Biomolecule-
drug interactions were compared by using either incubation mol range or
incubation time according to the concentration decreasing of B19 molecule that
calculated via calibration curve obtained from ESI-QTOF-MS data of B19 molecule
at different concentrations.

Complexes of B19 molecule with proteins, such as cytochrome C, lyzozime,
ubiqutin, obstacle to the achieving of drug to the target molecule, DNA; were
identified by MALDI-TOF MS and ESI-QTOF-MS. Behavior of B19 in competitive
incubation medium that contains combination of oligonucleotide and the
Gluthatione (GSH) peptide, shows interferance at high rates to the cancer drug
and plays an important role in the reduction of activity of drugs, was examined in
detail.

Due to the significant results obtained with the B19 molecule, three different
variants of B19 have undergone preliminary testing. B20 in which Pt was replaced
with Pd, has not been studied further analysis due to its lower water solubility. The
structure of Pt-based compound B33, obtained by replacing N-methyl group with
ionic 1,3-propyl sulfonate group and the corresponding Pd complex compound
B35, were identified by MALDI-TOF MS. The incubation of the solution of these
compounds with nucleotides were analyzed by MALDI-TOF MS. Cytotoxic effects
of B19, B33 and B35 molecules were tested by using PC-3 prostate cancer cell
line and lung cancer cell line A-549. The ICsy values of each drug were
determined.

Keywords: Cisplatin, Pt- based anticancer drugs, MALDI-TOF MS, ESI-QTOF-
MS, anticancer drug- biomolecule interactions, noncovalent drug-biomolecule
complexes, benzimidazoles.
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1. GIRIS
Gen, protein, metabolit ve mineral iyonlar arasindaki fonksiyonel baglantiyi
anlayabilmek pos-genomik ¢agda biyolojik anlamda en buyuk zorluk fakat firsat
olarak kabul edilmektedir. Hucre biyokimyasi, hucrenin karakteristik genom ve
proteomunun karakterize edilmesine ihtiya¢ duydugu gibi metal ve metaloidlerin
farkh turler ve hucre bolumleri arasindaki dagiliminin (metalom) aydinlatiimasina
da ihtiyag duyar. Metalogenomiks, metaloproteomiks ve metalomiks gelismekte
olan disiplinler arasinda yer almaktadir. Bu dallarda kimyasal turlendirme ve metal-
baglanma koordinasyon bolgeleri hakkindaki bilgi kritik bir sekilde hucre igindeki iz
elementlerin boyutsal olarak ¢ézimlenmis derisim haritalarina (spatially resolved

concentration maps) baghdir [1].

Metal iyonlari ve metal koordinasyon bilesikleri biyokimyasal gelismelerde anahtar
rol oynamaktadir. Hucre bolinmesi, gen baskilamasi gibi dogal sureclerin yani
sira toksisite, kanserojenite ve antitimor olusturma kimyasi gibi dogal olmayan
surecleri de etkilemektedir [2]. Element rolinin ne oldugunun anlagilabilmesi igin
oksidasyon basamaginin ne oldugu, metalin baglandidi organik fonksiyonel grubu
ve biyoligandlarla yaptigi komplekslerin izlenebilmesi ¢ok onemlidir. Eser
elementlerin hucre igine aliminin duzenlenmesi, dolasima koyulmasi, hucre ici
dagihmi ve hucreler arasi tasinimi organizmanin yasamini kritik bir sekilde
etkilemektedir [1].

Metaloproteinler icin genel analiz iglemleri, tanimlama ve miktar tayini ¢alismalari
icin 3 ana bilesenden olusmaktadir: (i) ayirma teknikleri: sivi kromatografisi (LC),
kapiler elektroforez (CE), iki boyutlu- poliakrilamid jel elektroforez (2D-PAGE) (ii)
yuksek hassasiyette elementlerin miktar tayini; induktif eslesmis plazma-Kitle
spektrometresi  (ICP-MS), (iii) biyomolekulin kesin olarak tanimlanmasi;
Kuadrapol-kiitle spektrometresi (Q-MS), iyon tuzaklayici - Kiitle spektrometresi
(IT-MS) ve Kaudrapol-ugus zamanli-ardisik kitle spektrometresi (Q-TOF/ MS")
yontemleri kullaniimaktadir. Bu cogul analitik yaklasim elementel ve molekuler
detektorleri bir araya getirerek ¢ok dusuk derigsimlerde dahi analit tayinine olanak
sagdlar [3].

Misirlilarin bakiri suyun sterilazasyonunda kullanmasiyla metal bilesiklerinin tip
alaninda kullaniminin izleri 5000 yil 6ncesine dayanmaktadir [4]. Metal iyonlarinin
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koordinasyon olugturma ve redoks Ozelliklerinin ileri duzey c¢alismalarla
ispatlanmasi metale dayali ilaglarin gelistiriimesini kolaylagtirmistir [5]. Ozellikle
cisplatinin anti-tumor aktivitesinin  kesfedilmesi bu alandaki c¢alismalara hiz
kazandirmistir. Platin, galyum ve arsenik kompleksleri kanser terapisinde, altin
kompleksleri anti-artrit ve anti-astim ajani olarak ve bizmut kompleksleri anti-tlser
ajani olarak tedavilerde basariyla kullaniimaktadir [6,7,8]. Kanserin tedavi
yollarindan biri olan ve ilagla tedavi etmek anlamina gelen kemoterapi vucutta
istenmeyen hucrelerin yok edilmesi veya kontrol altina alinmasi amaciyla
uygulanir. Kemoterapideki 6nemli nokta saglikh hlcrelere c¢ok fazla zarar
vermeden tumorla hucrelerin 6lmesini saglamaktir [2]. YUksek aktiviteye sahip,
Ozellikle metal-igerikli ilaclarin kullanimi ¢esitli tUmor tiplerine bagh o6lumlerin
azalmasini etkin bir sekilde saglamistir. Bu durum oOzellikle kotu huylu tUmorlere
kargsi en etkin oldugu bilinen platin igerikli ilaglarda gorulmagstur. Platin
komplekslerinin hicre bolunmesini engelledigi Roberts tarafindan 1960’da
kesfedilmistir [9]. Bu 6zelligin kanser tedavisindeki muazzam onemi ilk kez 1965’te
Rosenberg ve calisma arkadaslari tarafindan yayinlanmistir. O zamandan beri
platin iceren kompleksler en aktif ve en azindan umut verici antikanser ajanlar

olarak kullaniimaktadir [10].

Bu ilaglardan cisplatin ve karboplatin (KP) testis, rahim, bas ve boyun, mesane ve
akciger kanserinin kemoterapi ajani olarak kullaniimaktadir [10]. Platin icerikli
ilaclarin kanser tedavisinde kullaniimasi bu tur bilegiklerin anti-tumor olarak
kullanilmasina onculuk etmigtir. Otuz yili agkin suredir yeni metal komplekslerinin
tumor engelleyici Ozelliklerine yonelik sentez ve testlere ciddi ¢aba sarf
edilmektedir. Ozellikle platin, rutenyum ve paladyum iceren bu kompleksler
uzerinde yapilan galigmalarin esas amaci yeni antikanser ilaglar gelistirmek ve var
olanlar iyilestirmektir. Bu yeni ilaglarin cisplatine kiyasla daha yuksek verimli,
tumor dokusuna karsi segiciliginin daha yuksek olmasi, genis spektrumlu olmasi,
toksisitesinin dusuk olmasi, tumor hucresinin ilaca direncinin olmamasi ve agiz
yolu ile almi gibi farmakolojik &zelliklerinin iyilestirilmis olmasi beklenmektedir.
Test edilen binlerce metal kompleksine ragmen bunlardan sadece 30 tanesi klinik
testlere girebilmis ve sadece birkag tane platin ilaci diinya ¢apinda Klinik kullanima

uygun gorulmastur [10-12].



Gunumuzde damar i¢i uygulama yoluyla kemoterapi ajani olarak kullanilan Ug
platin (Il) kompleksi bulunmaktadir. Cisplatin (cis-[Pt CIly(NHs),]), KP [Pt
(CeHeO4)(NH3)2]  ve  Okzaliplatin - (OP)  [(1R,2R)-cyclohexane-1,2-diamine]
(ethanedionato-O,0')platinum(ll) olarak adlandirilan bu ilaglardan OP, cisplatinin
vucutta olusturdugu direng mekanizmasina benzer yolla diren¢ olugturmamasi ve
sadece hafif nefrotoksik etki gostermesi nedeniyle umut verici 6zellige sahiptir [13].
Fransa’da kolorektal kanserin tedavisinde kullaniimaktadir. Bu Ug¢ ilacin diginda
uretilen ilaglarin kanser tedavisinde yoresel kullanimlari bulunmaktadir.
Nedoplatin, lobaplatin, hepoplatin ticari adlariyla farkli platin kompleksleri sirasiyla
Japonya, Cin ve Guney Afrika’da kullaniimaktadir. Ayrica 10 tane platin kompleksi
de klinik denemelerde test edilmistir. Bunlardan birisi de agiz yolu ile alinarak

tedaviye olanak saglayan, bir Pt(IVV) kompleksi olan satraplatindir [14-17].

Platin-DNA etkilesiminin sekli ilk kez Roberts ve Pascoe tarafindan aydinlatiimistir.
Bu etkilesim sekli sadece cisplatin kompleksleri icin degil yukarida bahsedilen tim
metal kompleksleri igin de gegerlidir. Bu platin tlrleri DNA ile koordinasyona
girmektedir ve bu etkilesim sonucu DNA'nin yapisinda 35-40° ‘lik bir bukilme
olmaktadir [18-20]. Sonug olarak, DNA polimeraz ilerlemesi engellenir ve kanserli
hidcre/doku olumuU gergeklesir [21-22]. Platin iceren ilaglarin hem aktif bir
hidrolizasyon Urund olusturabilmeleri hem de serum proteinlerine ya da kukurt
iceren aminoasit/peptidlerle etkilesime girerek inaktif hale gelmemeleri DNA ile
koordinasyon yapabilmeleri acgisindan ¢ok 6énemlidir [10]. Hidrolizasyon kinetigi
platin’in diger molekuller ile etkilesiminden negatif yonde etkilendigi igin metal
icerikli ilaglarin kanda bulunan makromolekullerle etkilesimi cok dnemlidir. Yapilan
arastirmalarda platin igeren ilacin hidroliz olduktan sonra olusan tirlerinin nasil bir
yol izledigi ya da serum proteinlerine baglanarak nasil engellendikleri
aydinlatiimaya calisilmigtir. TUrlendirme analizleri kromatografi ya da kapiler
elektroforez (CE) yonteminin sirasiyla ICP-MS ya da ESI-MS yontemleriyle birlikte
kullanilarak aydinlatiimasina dayanir. Sentez sonrasi ¢alismalar platin-ilacinin sulu
cOzeltideki hidrolizasyon kinetiginin aydinlatiimasiyla baslar ve protein ve/veya
kikurt iceren ligandlarin bulundugu bir c¢ozelti ortami modellemesindeki
hidrolizasyon kinetiginin incelenmesiyle devam eder. ilk basamakta HPLC-ICP-MS
[23] ve NMR gibi tekniklerin yani sira Nygren ve arkadaglar tarafindan yeni
geligtiren platin tarlendirmesi i¢in kullanilan Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi
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(HILIC)- ICP-MS de kullaniimaktadir [24]. Model ¢dzelti ortamindaki etkilesimleri
incelemek icin Boyutca Ayirma Kromatografisi (SEC, Size Exclusion
Chromatography) [25-27] , CE-ICP-MS [28], HPLC-ICP-MS ve ESI-Q-TOF-MS
[22] ve NMR [29] teknikleri kullaniimaktadir. Platin ilacinin klguk ligandlarla
etkilesiminin aydinlatiimasinda ise LC-MS [29], CE-DAD [30-33]; nukleoctidlerle
etkilesimlerinin  incelenmesinde ESI-Q-TOF-MS [34] teknikleri ©6n plana
cikmaktadir. Serum-platin ilaci etkilesimleri genellikle SEC-ICP-MS [35] ve HILIC-
ICP-MS ile aydinlatiimaktadir [36]. Bu etkilesimler platin-ilacin yan etkilerini
aydinlatmak, ila¢ direnci hakkinda bilgi edinmek adina c¢ok onemlidir. Ayrica
hastaya uygulanan platin igerikli ilacin ne kadar sure sonra bosaltim sisteminden
atildigr ve ilacin yart omrunun belirlenebilmesi icin idrarda platinin biyo
goruntilenmesi de c¢ok 6nemlidir. LC-ESI-TOF-MS ve LC-ICP-MS bu amaca

yonelik kullanilan teknikler arasinda yer almaktadir [37].

Yeni gelistirilen metal igerikli antikanser ilaglarin bozulmadan biyolojik molekullerle
etkilesimini incelemek ve fizyolojik sartlarda kimyasal taginimini izleyebilmek igin
ileri duzey analitik tekniklere ihtiyag vardir. En son yapilan ¢alismalardan biri olan
ve Vacchina ve arkadasglari tarafindan yeni sentezlenen BBR3464 kod isimli platin
ilacini izleyebilmek ic¢in yeni bir katyon degistirici temeline dayali HPLC-ICP-MS
metodu gelistiriimistir. Gozlenebilme siniri (LOD) degeri ¢ok iyi olan bu metodun
gecerliligi test edilmis ve Onzenginlestirme islemine de ¢ok uygun oldugu

belirlenmistir [38].

Literatirde metal igerikli antikanser ilaglara yonelik aragtirmalar sadece birkag tane
yeni antikanser ila¢ oldugunu gostermektedir. Bu tez kapsaminda antikanser ila¢
adaylr olarak sentezlenmis olan  “Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)
piridinplatin(ll)kloriir’ molekiliiniin (B19), 'H NMR, ESI-QTOF MS ve MALDI-TOF
MS teknikleri ile karakterizasyonu gergeklestiriimistir. Antikanser ilaglar igin hedef
molekul olan DNA ile etkilesimi temsil etmesi agisindan in vivo ortami taklit eden in
vitro ortamda nukleotid-B19 ve oligonlkleotid (dekamer)-B19 inklbasyonlari
gerceklestiriimistir. B19, nukleotid ve oligonukleotid zincirleri i¢in uygun matriks
secimi yapildiktan sonra, inkibasyon mol orani, inkibasyon suresi ve klor iyonu
derisiminin olasi kompleksler Gzerine etkisi incelenmistir. Elde edilen inkiibasyon
cozeltileri hem MALDI-TOF MS hem de ESI-QTOF MS sistemlerinde analiz

edilmistir. Elde edilen spektrumlarin sadeligi ve pik ayirrmi g6z o6nunde
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bulundurularak tampon sec¢imi gercgeklestiriimistir. NUkleotid karisimi ortamina B19
ilave edilerek yarismali inkibasyonda B19 ile en hizli ve spesifik etkilesen
nakleotid belirlenmigtir. Yalnizca GMP ve AMP ile kompleks olusturdugu belirtilen
CDDP’nin aksine (UV-Vis), B19 molekllinin tim nukleotidler ile olusturdugu
komplekslerin MS sistemleri ile izlenebilmesi B19 molekilinin DNA Uzerindeki
birden fazla bolgede DNA ile etkilesime girebilecegini gostermigtir. Literatlrde
cisplatin-DNA zincir i¢i ¢apraz baglanma urunlerinin %60-65’i zincir i¢i GpG 1,2
baglanma ve %20-25'i ApG 1,2 zincir i¢i baglanma oldugu bilindiginden, farkh
dizilimlerdeki oligomerler ile B19 molekulunin kompleks olusum sartlari optimize
edilmis, oligomerler ve s6z konusu kompleksler MALDI-TOF MS ile analiz
edilmistir. OligonUkleotidlerdeki baz diziliminin kompleks stokiyometrisi Uzerine
etkisi arastirlmis ve B19 molekulu igin etkilesim bolgeleri belirlenmigtir. Yalnizca
bir adet ApG iceren oligonukleotid zincirine 2 adet B19 molekulin baglanmasi
CDDP ve turevlerine ek olarak B19'un farkh bolgelerden de etkilesime girebildigini
gOstermigtir. Antikanser ilacin hedef DNA’ya ulasmadan 6nce GSH peptidi ile
etkileserek inaktif hale geldigi bilindiginden, B19-GSH etkilesimleri ve yarismali
ortamda B19-GSH-oligonukleotid etkilesimleri herhangi bir saflastirma islemi
yapmaksizin MALDI-TOF MS ile incelenmistir. inkilbbasyon mol orani ve
inkibasyon suresinin GSH-B19 kompleks olusumu Uzerine etkisi MALDI-MS
spektrumlari ile belirlenmistir. ilacin tasinimi ve ilag diren¢ olusumu agisindan
sitokrom C/ lizozim/ubiqutin-B19 inktibasyon ¢ozeltileri MALDI-TOF MS ve ESI MS
sistemlerinde analiz edilmis ve kompleks olugsumlari her iki yontemle de tespit
edilmistir. YUksek molekdl agirlikh serum proteinlerden olan ve CDDP ile
etkilesime girdigi bilinen HSA/ IgG /transferin yapilarinin B19 ile inkibasyon
cOzeltileri MALDI-TOF MS ile analiz edilerek kompleks olugumlari tespit edilmistir.
B19 ile alinan olumlu sonuglar géz 6énunde bulundurularak benzer yapilar olan;
Kloro-2,6-bis(1,3-propilsulfonat-benzimidazol-2-il)piridinplatin(ll)klorar ~ (B33) ve
Kloro-2,6-bis(1,3-propilsulfonat-benzimidazol-2-l)piridinpaladyum(ll)klorir ~ (B35)
yapilari nukleotid inkUbasyonlari gergeklestiriimis ve MALDI-TOF MS ile analiz
edilmistir. kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(ll)klorir ~ (B20)
molekull benzer yapilya sahip olmasina ragmen sudaki dusik ¢dzunurligu

nedeniyle inkibasyonlarda test edilmemigtir.



Antikanser ilag adayi olarak sentezlenen B19 molekuilun in vivo ortami taklit eden
in vitro ortamda etkilesime girmesi beklenen yapilar ile olusturdugu komplekslerin
MALDI-TOF MS ve ESI-MS ile tayini gerceklestirildikten ve B33/B35 — nukleotid
etkilesimleri incelendikten sonra saglikli ve kanserli PC3 (prostat kanseri) ve
kanserli Ab541(akciger kanseri) hlcre hatlari Uzerindeki antitimoér etkisinin

belirlenmesi igin sitotoksisite ¢calismalari yapiimistir.

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda MALDI-TOF MS ve ESI-QTOF-MS
sistemlerinin in vitro ortamda peptid/protein/oligonukleotid- ila¢ etkilesimlerini
incelemede kullanilabilecegi tespit edilmigtir. Antikanser ilag adayl olarak
sentezlenen B19 molekilinin ilk kez in vitro ortamda etkilesim calismalari,
sitotoksisite calismalari yapilmis ve in vivo c¢alismalar icin umut vaad eden
sonuglar elde edilmigtir. Ayni ligand farkli metale sahip B20-B19 ve B33-B35
ciftlerindeki metal iyonu farkinin ¢ézunarlik, sitotoksisite ve kararlilik Gzerine etkisi

Pt'in Pd’ a nazaran Ustunluguna bir kez daha kanitlamistir.



2. ANTITUMOR METAL iCERIKLI iLACLAR

Tibbi olarak kontrolsiiz ve duzensiz hucre bolinmesi anlamina gelen ve bir gok
turd bulunan kanser tedavisinde, cerrahi midahale, radyoterapi ve kemoterapi
(ilagla tedavi) uygulamalari kullaniimaktadir. Kemoterapide kullanilan oldukga aktif
ilaclarin gesgitli kanser turlerinden kaynaklanan olum oranlarini belirgin sekilde
dusurdugu gorulmustir. Bu durum o6zellikle birgok kota huylu kanser tedavisinde
(testis, yumurtalik, bas ve boyun, mesane gibi) antineoplastik ajan olarak

kullanilan platin bazli ilaglar igin gegerlidir [39] .

Metal iceren antikanser ilaglarin basarili gelisimi, net olarak cisplatin (CDDP) ile
baslar, cis-[PtCl»(NHs3),], 1. Bu bilesik ilk olarak 1845’te tanimlanmis olsa da,
antikanser 6zelligi Rosenberg ve ark. tarafindan 1964 yilinda kesfedilmistir [40-
42]. Hayvanlar Uzerinde yapilan c¢alismalarda timorlerde CDDP’ye bagh olarak
gerileme gozlenmesinin Uzerine insanlarda kati tumorler Uzerinde klinik ¢aligmalar
baslatiimistir. Faz 1 klinik denemeleri 1971’de baslayan [43] ila¢g adayi igin
1978'de Food and Drug Administration (FDA) uygunluk vermig ve Platinol adi ile

tibbi olarak kullanimina baglanmigtir.

Uzun yillardir, yeni antikanser ilaglarin gelistiriimesi ve uygulamasi amagli, yeni
metal kompleksler sentezlenmis ve bu komplekslerin tumor engelleyici etkilerinin

gOsterilmesi i¢in blyUk ¢aba sarf edilmistir.

Daha sonraki yillarda cisplatin’e ek olarak, KP [Pt(cbdca)(NHz3),], 2, yumurtalik
kanseri tedavisinde ve en son olarak da OP [Pt(1,2-dach)(ox)] (cbdca = 1,1-
dicarboxylato-siklobutan; dach = 1,2-diamino-sikloheksan; ox = okzalato (2°) , 3,
kolon kanseri tedavisinde dinya capinda, damar igi uygulamada kullaniimaya
bagslanmistir. Yoresel anlamda ise Glney Kore, Cin ve Japonya’'da diger tlrevler
olan Nedaplatin, 4, Labaplatin, 5 ve Heptaplatin, 6, klinikte kullaniimaktadir [44].
Burada bahsedilen ilaglarin kimyasal yapilari Sekil 1’de verilmigtir.

Ayni cis-PTX; (amin) yapisinin tirevleri olan bilesikler ( X = anyonik ayrilan grup;
amin = herhangi bir birincil veya ikincil amin), bazi hicre hatlar Gzerinde CDDP’ye
benzer ya da gelistiriimis aktivite gostermiglerdir. Ancak su an bu adaylardan
sadece 10-15 tanesi ileri duzey klinik ¢alismalara girebilmistir. Bunlarin iginde,
agiz yolu ile kullanima aday olan ve 3. faz klinik testlere tabi tutulan Satraplatin de

yer almaktadir. Ancak sdz konusu bu Pt-igerikli kemoterapi ilaglari yalnizca sinirli
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sayida tumor Uzerinde aktivite gostermektedir. Ayrica terapininin kendisi belirgin
yan etkileri beraberinde getirmektedir. Ayrica CDDP ve ilgili ilaglara karg! direng
geligtiren kanser hucreleri bazi tir neoplazmlarin etkin tedavisini engellemektedir.
Son yillarda daha genis bir etki alani saglamak amaciyla, yan etkileri az olan,
capraz direng gostermeyen, segiciligi yuksek olan alternatif metal bilesikleri klinik
testlerle denenmektedir. Bunlarin arasindan en umut verici olan ve platin atomu
icermeyen  tUmor engelleyici  olan  indazolium  trans-[tetrachlorobis(1H-
indazole)ruthenate(lll)] 8, (KP1019 or FFC14a) ve tris(quinolinolato)gallium(lll),9,
(KP46 or FFC11) bilesikleridir. Bunlarin yani sira Pt-igerikli ilaglardan (SP-4-3)-
amindikloro(2-metilpiridin-N)platin(ll), 10, (ZD0473) ve satraplatin, 7, de en yluksek
potansiyeldeki kemoterapi ajanlari olarak belirtiimektedir [39,45-48-].

H
NH, cl N oo HN © T
s NH3\ /O N/ RN N 2
A A A oo LI
NH, o NH: % w0770 HN 070 NH, 0750
Yo ,
1 2 3 4 5
Cisplatin Karboplatin Okzaliplatin Nedaplatin Laboplatin

: V1

|
NH HN \
K QNH Cp RGO X
NH % C\'| ‘cw CL
HN/\
6
Heptaplatin Satraplatln ZDO473

JM216

KP46
KP1 019, FFC11
FFC14a

Sekil 2.1. Kanser tedavisinde kullanilan ve aday olan ilaglarin kimyasal yapilari.

Grup 10 elementlerinin (Ni, Pd) benzer bilesikleri timoére karsi nadiren verimli aktif
bilesikler olustururlar. Platin iceren bilesiklerin neden en yararli oldugunu agiklayan
en onemli faktor ligand-degisim kinetigidir. Bu bilesiklerde platin(ll) ve ligandlarinin

birbirinden ayrildigi dizenlenmenin birka¢ saat sirmesi hizli denge olusumunu
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engeller [44, 40, 49, 50]. Bir¢cok koordinasyon bilesikleri icin ligand degisim
reaksiyonlari mikro-saniye ile saniye araliginda gerceklegirken Pt(Il) kompleksleri
icin bu surenin dakika ile gunler araliginda surmesi, Pt(ll) igerikli birlegiklerin
yuksek kinetik kararliik gostermesini saglamigtir.  Ayni  durum rutenyum
koordinasyon bilesikleri icin de gecerlidir ve bu kinetik ozellik rutenyum igerikli
bilesiklerin olduk¢a faydali olmasini saglamistir. Birka¢ rutenyum bilesiginin hicre
hatti calismalarinda anti-tumoér davranis gostermesine ragmen simdiye kadar

sadece bir tanesi klinik denemelere girebilmistir [40,47, 51-54].

2.1. Cisplatin-DNA Etkilesim Mekanizmasi
Cisplatinin enjeksiyon yontemiyle kana karismasi saglanir ve kanda klor iyonu
derisimi 100 mM civarindadir. Bu yuksek klor iyonu derisiminde, cisplatin hidrolize
olamaz ve nétral halde kalir. Hicrelerde platin birikmesinin sinirlayici faktéru
cisplatin derigimidir, ¢unku cisplatinin hdcre igine alimi doygunluga erisebilen bir
islem degildir [55-58]. Ayrica hucre igine alimi igin optimum pH yoktur ve alim
ortamda bulunan diger yapisal analoglarin varligindan etkilenmez. Hucre igine
tasinimi, tasiyici araciliiyla gerceklesmez [59]. Bu sonuglar, tasinimin pasif
difuzyon yolu ile gerceklestigine isaret etmektedir. Ancak literaturde hucre igine
transferinin aktif bir taginim mekanizmasi ile oldugunu ispatlayan bazi yayinlar
mevcuttur [72]. Hicre igi klor iyonu derigsimi 3-20 mM arasindadir ve bu durum
cisplatin htcre igine alindiktan sonra onun hidroliz olmasini kolaylastirir (Sekil 2).
Hidroliz olma sonucu, hucredeki hedef molekullerle kolayca etkilesebilecek olan
aktif [Pt(NHs)2(OH)(OHy)]" iyonlart olusur. RNA, DNA, proteinler, membran
fosfolipidleri ve mikrofilamentler gibi bircok hlicresel bilesen bu monohidrat yapi ile
etkilesime girer. Hicredeki temel hedef molekulu belirlemede elde edilen ilk ipucu
cisplatine maruz birakilan bakterilerdeki ipliksi buyime sekli olmustur. Bu durumun
UV radyasyonu, iyonlastirma radyasyonu ve hidroksi ure gibi DNA’ya hasar veren
ajanlar varliginda izlenen bir karakteristik gelisim oldugu bilinmektedir [60-62].
Ayni sekilde DNA hasarini gdsteren diger bir isaret bakteriyofaj A iceren
Escherichia coli (E.koli) hlcrelerinin liziz olmalari (parcalanmalari, ¢ozulmeleri)
durumunun [58] cisplatine maruz birakilan E.kolilerde de goériimesi, DNA’nIn
cisplatin molekulinin en 6nemli hucresel hedef yapisi oldugunu gdstermistir [73].
Platin bagli-DNA ve (oligo)nikleotid yapilari kapsamli olarak karakterize edilmistir
[73, 64-68]. Nukleobaz birimleri icinde en yuksek elektron yogunluguna sahip olan
9



Guanin parcasinin, DNA Uzerindeki en tercih edilen kisim oldugu tespit edilmistir.
Cogdunlukla, Pt-kompleks ve DNA ‘nin GpG, GpA, ve GpNpG purin baz dizilimine
sahip kisimlar arasinda zincir igi baglanmalar oldugu tespit edilmistir [69-71]. Bu
etkilesim mekanizmasinin sadece cisplatin igin degil Sekil 1’de yapi ve isimleri

verilen 2-7 arasindaki tum Pt kompleksleri icin de gecerli oldugu bilinmektedir [74].

P e
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Sekil 2.2. Cisplatinin hiicre disi ve hicre igi formalari ve olasi etkilesimleri.

Hela hucreleri Uzerinde yapilan caligsmalar DNA, RNA ve proteinlerden olusan
hicre ici ortaminda DNA’ya baglanan Pt'nin sayisinin diger rakip molekullerden
fazla oldugunu gdstermistir [75]. Glutatiyon, GSH gibi S donor ligandlara ragmen
DNA'ya ulasabilen cisplatin molekullerinin 2/3 ‘sinin, ayni zincir tGzerindeki komsu
guaninlerle N7 atomu uzerinden etkilesime girerek yapmis oldugu zincir igi
baglanma DNA’da kivrim olugsmasina sebep olur. Bu kivrim ve ¢dzulme bazi
hicresel proteinler tarafinda fark edilir. Sonrasinda gergeklesecek olan
reaksiyonlar 2 ihtimal Uzerine inga edilmistir. Bunlardan ilki, Pt'nin bagli bulundugu
bolgeden kopariimasi ve acgilan bdlgenin yeniden sentezlenmesi ile DNA'nin

onariimasidir. Kalan Pt, golgi aygiti [76] ya da bakir tagiyici olarak bilinen ATP7A
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ve ATP7B proteinleri tarafinda hiicre disina atihr [79,80]. ikinci durum ise
onarilma olmadan hucrenin apoptoz olmasi ve hucre olumudur [77,78]. DNA'nin
onariimasi ya da Pt-DNA baglanmasinin tolere edilmesi, hicrede kullanilan ilaca
karg! direng olusumunu gdstermektedir. Onarilma olmadan kalan DNA zincirinin,
DNA polimerizasyon slrecinde GpG-Pt boélgesinden bloke edilmis olmasi (Sekil 3),

tekrarlanabilmeyi ve transkripsiyonu da olumsuz yonde etkiler [81].

H 7
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Sekil 2.3. Aktif CDDP’nin DNA’ya baglanmasinin sematik gosterimi.

2.2. Hiicrede Cisplatin Etkilegsimleri ve Direnci

Pt iceren ilaclarin DNA ile koordinasyona girmedeki etkinligi, tamamen aktif
hidrolizasyon urlnleri olusturabilmelerine ve serum proteinleri, sulflr iceren
peptidler ya da amino asitler tarafindan inaktif hale getiriimelerine baghdir. Pt-
protein komplekslerinin ila¢ aktivitesindeki gercek rolu son vyillarda yapilan
calismalarla aydinlatiimigtir. Literaturde yer alan eski calismalarda Pt-protein
baglanmasinin ilacin yan etkilerinin sebebi olabilecedi vurgulanmigken [82], son
yillarda yapilan galismalarda Pt-protein komplekslernin olugsumunun, sitotoksik Pt-
DNA doku bozulmalarinin olusumu ile etkin bir sekilde yaristigi ve Pt-antitimor

ajanin etkinligini azalttigi bulunmusgtur [83].
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2.2.1 CDDP ve Platin igerikli ilaglara Karsi Direng Olusumu

Bazi hlcrelerin cisplatin dahil tim test edilen antitimorlere direng géstermesinin
temel olarak iki nedeni vardir. Bunlardan birincisi, Pt-igerikli ilacin hedef DNA’ya
ulasmadaki yetersizligidir. ilacin hiicre igine aliminda rol oynadigi bilinen CTR1
(bakir tasiyici-1) miktarindaki azalma [84], sitoplazmada bulunan kukurt igerigi
yuksek olan ve metiyonin/sistein aminoasitlerini iceren peptidlerin, aktif ila¢g formu
ile etkilesime girmesi ve Ptin ATP7A/ATP7B proteinleri (bakiri hicre disina
tasiyan proteinler) [85] ve GS-X (CDDP-glutatiyon komplekslerini hicre digina
atiimi saglayan vyapi; glutatiyon S- conjugatini tasiyan) ile hicre disina
alinmasinin CCDP direncine sebep oldugu tespit edilmistir [86]. ila¢ direncinin
temel nedenlerinden ikincisi ise DNA-Pt kompleksi olustuktan sonra hicre
olumundn gerceklesmemesidir. DNA-Pt etkilesim bolgesindeki bazlarin kesilerek
DNA’dan uzaklastiriimasi, s6z konusu bu boélgeden Pt'nin uzaklastiriimasi ve DNA
polimerizasyon igleminin Pt bagl olan boélge devreden cikarilarak alternatif yollar
uzerinden yurutulmesi ile Pt baglanmasinin tolere edilmesi gibi onarim yollarinin

bulunmasi hicre 6lumunu engelleyerek ilag direncine sebep olmaktadir [87].

2.2.2. CDDP Yan Etkileri ve CDDP Turevlerinin Sentezi

Enjeksiyon ile vicuda verilen cisplatinin sinirh sayida timor hicresinde olumliu
yanit vermesi ve bulanti, kulak hasari, kusma, ellerde his kaybi, bdbrek toksisitesi
gibi siddetli yan etkilerinin bulunmasi aragtirmacilari yeni ilag tasarimlarina
zorlamistir. Ayrica bu yan etkiler 6zel ilag dozu ayarlama protokollerinin
olusturulmasi, koruyucu ve yardimci ajanlarin sentezlenmesi/kullaniimasi gibi
acgihmlari beraberinde getirmistir [88]. S6z konusu yan etkiler nedeniyle CDDP’nin
kullanim sekli 100 mg/gun/ardigik 5 gun olarak ayarlanmis ve nefrotoksik etkisi

hidrasyon/idrar atisi artirilmasi yolu ile azaltiimistir.

Yan etkilerin giderilmesi amaciyla ila¢ direncinin giderilmesine yonelik yapilan
calismalar, CDDP turevi ilaglarin sentezlenmesi ile devam etmigtir. Ayrilan grubun
degistiriimesi CDDP’deki klor atomlar yerine farkli gruplarin olmasi ile elde edilen
ve 2. nesil ilaglar olarak adlandirilan ilaglardan KP, CDDP’ye nazaran daha az
toksik etki gostermistir ancak CDDP’nin direng gosterdigi hiicrelerde antitimor etki
gOsterememistir (cross resistance) [89]. Birlikte terapilerde kullanima uygunlugu ve

12



dusuk toksik etkisinden dolayi uygulanabilir dozunun yuksekligi KP’nin 6zellikle
yumurtalik kanserinde kullanimini artirmistir [90]. Hucre hatlarn kullanilarak,
ilaglara direng gosteren tumor cesgitlerini hizli bir sekilde belirlenebilmesi anti-
kanser ilag calismalarina ivme kazandirmistir. Son 20 yil igerisinde klasik cis-
amin-2 ayrilan grup yapisinda olmayan ve farkli amin gruplari iceren bilesikler
gelistiriimistir [91-93]. Uglincl nesil ilaglar olarak adlandirilan bu yapilardan OP ilk
olarak Fransa’da kolon kanseri tedavisinde kullaniimigtir. CDDP direngli
hicrelerde ilag direnci olusturmamasi ve nefrotoksik etkisinin ¢cok az olmasi

kullanimini yayginlastirmistir [74].

2.3. Yapi-Aktivite-ilag Direnci iligkisi

CDDP (cis-diaminplatin(ll)) sitotoksik 0Ozellige sahipken trans-diaminplatin(ll)
bilesiginin sitotoksik etki gostermemesi yapi-aktivite iligkisinin oneminin ilk isareti
olmustur. Bu izomerlerin toksik etkisinin farkhligi, trans-izomerin, yapisi geregi
birbirine 180° ‘lik agida bulunan ve ayrilabilen klor gruplarinin,1,2-GpG zincir igi
baglanmasini saglayamamasina dayandiriimaktadir. Bu iki izomerden trans-
izomer apolardir ve hidroliz kinetigi farkhdir [73]. Ayni durum KP ve izomeri i¢in de
gegerlidir [83]. KP’nin CDDP’ye nazaran yan etkilerinin daha az olmasi ancak
tumor hdcrelerinde g¢apraz direng gostermesi, CDDP ve KP’nin aksine; DNA-OP
yapisinin tanima proteinleri (mismatch repair, MMR) tarafindan fark edilmemesi
[94], OP’nin 1,2-zincir ici DNA capraz baglanmasindaki farkliliklar [95] ve CDDP
direncli hucrelerde aktivite gostermesi [96], kimyasal yapi-aktivite-yan etkilerin

birbirine baghligina isaret etmektedir.

2.4 Yeni Tasarim ilaglar

Gelistirilen ve yeni tasarlanan molekdllerin yukarida belirtilen cisplatin direnci
kaynakli problemlerin Ustesinden gelmesi ve cisplatine hassas olmayan
timorlerde etkili olmasi hedeflenmektedir. Bu gerekliligin NHs3 icermeyen
ligandlarla, 2-3 metal merkezli yapilarla [97,98] ve trans geometrili molekullerle
[99-102] saglanabildigi tespit edilmistir. Trans-geometrili iminlerin bile bu amagla
kullanildigi belirtilmigstir [103].

Ozellikle toksik yan etkileri azaltiimig ve ilag direncini yenmig yapilarin sentezi igin
ileri  analizler gergeklesgtiriimektedir. Ayrica kontrolli salim ve ilag
hedeflendirme/yonlendirme istegi, arastirmalari yeni platin bilesiklerinin sentezine
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yonlendirmigtir. Yapilan ¢alismalar metal koordinasyon bilesiklerinde metal-ligand
degisim hizinin hucre bolinme iglemleri ile yarigabilir nitelikte olmasi gerektigi
genel gergegini ortaya c¢ikarmigtir. Bu nitelige sahip olan Ru(ll) ve Pt(ll)
bilegiklerinin yuUksek aktivitede antikanser Ozellikte olmalari, ¢alismalari bu iki
metalin  komplekslerine  yonlendirmistir  [50,104]. Prensip olarak, yeni
sentezlenecek ilaglarda asagida belirtilen konularda yapilacak olan dikkatli
farklilandirmalarin faydali olacagi dugtunulmektedir:

a) Platine bagh olan amin ligand: selat yapici olabilir/olmayabilir, H-baginin
donor, sterik etkisi olmali, DNA ile ikincil etkilesime girebilecek yan kollari
olmali, tasiyici grup igcermeli, aktiflestirici/yonlendirici grup icermeli,

b) Platine bagh olan ayrilan grup: toksik olmamali, ligan degisim kinetigi en

uygun hizda olmali, 6n ilag olarak davranabilmelidir.

Bu o6zelliklerin yani sira, son yillarda sentezlenen ve molekiler yapi érnekleri Sekil
4’te verilen en 6nemli ilaglarda one ¢ikan bazi 6zellikler sunlardir [44]:

I.  Kontrolli salm: ila¢ uygulandiktan bir sure sonra aktif hale gelir, tasarlanan
zaman ve hedeflenen bolgeye kadar etkilesime girmeden hareket eder.
ilacin derisimini artirmak amacli dokuya 6ézgln tasiyici ligandlar icerebilir.
Salimi tumorli dokuda kontrolli ve programli olarak yavas gerceklesebilir.
llacin  aktiflesmesi  kimyasal pargalanma ile  (timérli  dokular
makromolekillere karsi asiri gegirgenlik gosterdikleri igin polimerden [105],
endositoz yolu ile hicre igine alinabildikleri icin nanopartikilden), pH
degisikligi ile, redoks ya da fotokimyasal yolla olabilir. Ayrica bilesikler
yalnizca belli tumor ylzeylerde salinan korumali tasiyici gruplar igerebilirler
( antibadi, enzim gibi).

ii. Bilesikler, diger kemoterapi ajanlari, antikanser aktivite goOsteren
interkelatorler, biyolojik aktif yardimci ligandlar gibi molekullere baglh olarak
tasarlanabilirler ve sinerjik etki olusturabilirler.

ii. Esnek ya da siki/saglam koprtler ile birbirine bagh birden fazla Pt atomu
iceren bilesikler tasarlanabilir. Eklenen ikinci metal Pt'den farkh olabilir
ve/veya baska bir DNA baglayici grup olabilir.

Yapilan c¢aligmalarin genel bir degerlendirmesi yapilacak olursa, yeni bilegikler
cisplatin referans alindiginda gerekli kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahip ve ¢ok
aktif olabilirler ancak DNA ile etkilegsimleri zayif olabilir ya da etkilesimleri
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olmayabilir. Platin digindaki metallerin bircogu kanser tedavisinde aktif olabilirler
ancak oncelikli olarak diger biyolojik hedeflerle etkilesiyor olabilirler [106,78]. Platin
ilaglarinin, tim farmakolojik ve toksikolojik davraniglarinin anlasilabilmesi ve yeni
ilagc tasarimlarinin gelistirilebilmesi i¢in, bu molekuller tasarlanirken platin igerikli

ilaglara hcre ici alternatif yollar ve etkilesimler géz éninde bulundurulmalidir [44].
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2.5 Platin-Biyomolekiil Etkilegimleri

Yapilan calismalar sonucunda, Pt komplekslerinin tedavi edici 6zelliklerini DNA ile
etkilesime girip DNA'nin yapisinda bir egilme meydana getirdikleri ve bu egilmenin
DNA polimeraz prosesini engelledigi genel kabul goren bir gergektir. Antikanser
aday olarak tasarlanan molekullerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinin yani sira,
sentezlendikleri orijinal formunun mu yoksa hidroliz Grunlerinin mi aktif oldugunun
belirlenmesi, DNA etkilesim bdlgesinin ve kinetiginin belirlenmesi, DNA-Pt
komplekslerinin olusumunu engelleyen protein-Pt komplekslerinin tlr ve miktar
analizlerinin gergeklestirimesi 6nem tasimaktadir. TUm bu analizlerin yapilabilmesi
Pt velveya Pt-bagh vyapilarin turlendiriimesini gerektirmektedir [74]. Ayrica,
onceden tasarlanmig metal icerikli ilaglarin etkilesim mekanizmasinin
aydinlatiimasi, yeni, daha etkin ve mantikh tasarimlarin gelistiriimesine katki
saglamaktadir. Bu tanimlamalarin yapilmasinda kullanilacak olan teknikler
ilgilenilen gecis metalinin ve biyomolekulln turine gore cesitlilik arz etmektedir.
Cesitli  tekniklerin birlikte kullaniimasi ile elde edilen analiz sonuglarinin

calismalara yon verdigi gorulmektedir.

Kromatografik teknikler (ince tabaka, buyuklik¢e ayirma ve sivi kromatografisi),
NMR, mikroskobik yontemler, elektroforez (kapiler, 2D-jel), diferansiyel taramal
kalorimetre (DSC), IR ve UV/Vis spektroskopisi siklikla kullanilan teknikler
arasindadir. Isiga duyarli komplekslerin bazilari floresan ve luminesan 6zellik
gosterdikleri igin floresans spektroskopisi ve luminesans odlgimlerle de analizleri
mumkuin olmaktadir [107]. Ayrica yapisal ve miktar bilgilerin elde edilmesinde
Kltle Spektrometrisi ilave bilgiler saglamaktadir. Birgok MS teknidi, gecis metal
komplekslerinin sentezinden sonra kalite kontroltn bir pargasi olarak kullanilsa da,
ilgilenilen biyomolekullerle etkilesimin belirlenmesi amaciyla sik sik karsimiza

cikmaktadir.

2.6 Biyoinorganik Yapilarin DNA ile Etkilesim Yollar

DNA buylk ve karmasik yapisi nedeniyle birgok potansiyel baglanma bdlgesine
sahiptir. Bu nedenle koordinasyon bilesikleri iki ana etkilesim modu ile DNA'ya
baglanabilmektedir. Kovalent veya koordine kovalent baglanmayi iceren tersinmez
baglanma ve molekuller arasi etkilesimlerden kaynaklanan tersinir baglanma
etkilesim yollarinin temelini olusturmaktadir. Tersinir baglanma kendi iginde

elektrostatik etkilesimler, yarik baglayicilar ve interkalasyon seklinde gergeklesir
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[181]. UV titrasyon ydntemi, dairesel dikroizm spektroskopisi, DNA erime noktasi
tayini, vizkozimetri ve agaroz jel elektroforez yontemleri DNA-metal kompleksi

etkilesimlerinin incelenmesinde kullanilan baglica yontemlerdir [166].

Cisplatin ile elde edilen Carpici sonuglar nedeniyle uzun slre, kare geometriye
sahip, interkalasyon yapabilen bilesiklerin DNA ile etkilesimin gergeklestirimesinde
en iyi aday molekuller oldugu dusunulmustur [181]. DNA baz giftleri arasina kuguk
bir ligandin yerleserek sabit bir sandvi¢ benzeri yapi olusturdugu interkalasyon
seklinde etkilesimin yalnizca kare duzlem yapilarda degil ayni zamanda Kkiral
oktahedral ve dizgin dortylzli kompleks yapilari ile de saglanabildigi tespit
edilmistir [195-196]. interkalasyona yapan molekiiller, baz ciftleri arasinda bosluk
olusturur ve sarmal yapiyi uzatir. DNA yapisindaki bu degisiklikler translasyon ve

transkripsiyon gibi olagan prosesleri engeller [166].
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3. KUTLE SPEKTROMETRISi

Kltle spektrometrisi, protein ve DNA analizlerinde kullanilabilen, yliksek molekdl
agirhikh biyomekullerin analizlerini dogru ve hizli bir sekilde yapmaya olanak
saglayan gunumuzun en guglu araglarindan biridir. Buyuk molekullere ilave olarak,
peptitlerdeki aminoasit dizilimleri veya bir oligosakkarit’in seker dizilimleri gibi dizi
analizleri, kisa zamanda, yuksek bir dogrulukla ve biyomolekullerin yapisindan
kaynaklanan pek c¢ok sinirlamadan etkilenmeksizin yapilabilmektedir [108]. Kutle
spektrometrelerinin, gaz kromatografisi, sivi kromatografisi veya kapiler
elektroforez gibi ayirma metotlariyla birlestirilerek ¢ok daha etkin analizlerin
yapildigi bilinmektedir [109]. Kutle spektrometrik sartlarda uguculuklari yok
denecek kadar az olan ve dusuk kararliikta olan molekullerin (6zellikle
polimerlerin) Kutle Spektrometrisi ile analizinde 1990’ yillarin bagina kadar basari
saglanamamigtir. Yumusak iyonlastirma teknikleri olarak da bilinen; Matriks
Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlasmali (MALDI, Matrix-assisted Laser
Desorption/lonization) ve Elektrosprey lyonlastirmali (ESI, Electrospray lonization)
tekniklerinin kegfi ile proteinler ve diger biyomolekullerin kutlelerinin, bir butin
halinde (intact), yapiyi bozmadan mikemmel bir dogrulukla olculebilmesi

basariimistir [110].

3.1. Kiitle Spektrometrisinin Genel Prensipleri

Temel bilesenleri; iyon kaynagi, kutle analizoru, dedektor ve veri sistemi olan kutle
spektometrisinde 6rnek molekdlleri, sisteme dogrudan (enjektor, plaka, prob, oto
ornekleyici) ya da karomatografik cihazlarin ¢ikisi Kutle Spektrometresinin iyon
kaynagi girigi ile bir ara yuzey vasitasiyla birlestirilerek verilir. Sisteme verilen
ornek molekilleri iyon kaynaginda iyonlastirilir, gaz fazindaki bu iyonlar daha
sonra bir kidtle analizérinde kutle/yik (m/z) oranlarina gére ayrilir, dedektére
ulasan iyonlarin kutle/yik oranlari belirlenir ve dedektérden alinan sinyaller
bilgisayara aktarilarak spektrum kaydedilir [108]. iyon kaynagindan ciktigi andan
detektore ulasana kadar tim sureclerde gaz fazinda oldugu bilinen o6rnek
iyonlarinin birbirleri ve hava molekulleri arasindaki muhtemel c¢arpigsmalari
engellemek amaciyla sistemin tamami yiiksek vakum altinda (en az 1x10™ Pa)

calismaktadir. lyon kaynagi, kitle ayiricisi ve dedektdr cesitleri farkli sekilde
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tasarlanarak istenilen 6zellikte Kitle Spektrometresi sistemleri elde edilmektedir.

Sekil 3.1'de Kutle Spektrometresinin temel bilesenleri ve gesgitleri verilmigtir.

-Elektron Borbardiman: (El)

-Kimyasal lyonlagtirma (Cl)

Vakum
iyonlasma klitlelerin ayrilmasi Algilama
iyon
kaynagi ——— Kitle Ayiricisi —_—
lyonlar olusur (ytkld (m/2) oranlarina gére iyonlarin ayriimasi lyonlarin
molekiiller) slgulmesi

- Manyetik Alan Analizoru

- lyon tuzaklamah

- Faraday Kafesi

- Elektron Cogalticilar

-Hizhh Atom Bombardiman (FAB)

- Quadrupol (Dort Kutuplu) - Sintilasyon Sayici

-Elektrosprey iyonlagtirma (ESI)

-Matriks yardiml
K . - Gok-kanalli plakalar

desorpsiyon/iyonlagtirma (MALDI)

Sekil 3.1. Kitle spektrometresinin temel bilesenleri.

3.2. Kiutle Spektrometresinin Gegis Metali
Etkilesimlerini Belirlemedeki Yeri

Kompleksleri-Biyomolekiil

llag uygulamalarinda kullanilan in vitro ortamlarda ve klinik numunelerde, dzellikle

metalin ve bagli bulundugu molekilin tdrlendirme analizlerinde, sirasiyla
Kromatografik analiz-indiiktif Eslenmis Plazma-Kiitle spektrometresi (ICP-MS) ve
Kapiler Elektroforez-Elektrosprey lyonlagmali-Kiitle Spektrometresi (CE-ESI-MS)
yontemleri siklikla kullaniimaktadir [74]. Elementel agidan bakildiginda, gegis
metallerinin fazla sayida dogal izotop igermeleri ve bu izotoplarin yuksek ayiricilik
sayesinde Kiutle Spektrometresi sistemleri ile izlenebiliyor olmasi sistemin
avantajlari arasinda yer almaktadir. Platin ve rutenyum gibi metal komplekslerinde
ve bunlarin biyomolekuler ligandlar (6zellikle izotopu bulunan element igeren
ligandlar) ile etkilesim sonucu olugan komplekslerde, s6z konusu bu izotoplarin
kutle spektrumuna yansimasi karisiklik olustursa da yapinin aydinlatiimasi
agisindan énem arz etmektedir [107]. Bu duruma 6rnek olarak Sekil 3.2’de verilen

gecis metallerin ve CDDP’ nin teorik izotopik dagilimi goérilmektedir. CDDP’de
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platin atomunun yani sira iki adet klor atomu bulunmasinin spektruma etkisi, i¢ ice

girmis iki farkli izotopik dagilim olarak spektruma yansimigtir.

oy

180 191 192 183 194 185 196 197 198 189 200 o4 O5 06 97 ©8 99 100 101 102 103 104 105 108

Sisplatin

o
184 185 186 187 188 189 190 191 192 183 194 294 285 296 297298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310

Sekil 3.2. Bazi gecis metalleri ve CDDP’nin teorik kitle spektrumu [99].

Biyomolekul-metal igerikli ila¢ arasindaki olasi etkilesim, etkinligi test edilen ilacin
ortama (oligonukleotid, DNA, protein, peptid) ilave edilmeden onceki ve sonraki
kiitle spektrumlarinin karsilastiriimasi ile anlasilabilir. ilacin ilavesi ile elde edilen
kUtle spektrumunda gorilen temel pikler ile ilacin ilavesinden onceki pikler
kargilastirildiginda elde edilen Am/z degeri, yeni komplekslerin olusumunu isaret
edebilmektedir. Ayrica, yeni pik olusumu ya da eski piklerin elde edilememesi;
yeni ilave edilen ilacin ortamda bulunan reaktantlarla etkilesime girdigini ve Urun

olusumunu gostermektedir.

Elektron iyonlagsma (El), kimyasal iyonlasma (CE), atmosferik basin¢ta kimyasal
iyonlasma (APCI), atmosferik basingta fotoiyonlasma (APPI), ESI ve son
zamanlarda kullaniimaya bagslanan desorpsiyon elektrosprey iyonlagsma (DESI)
teknikleri kutle spektrometrelerinde gaz fazinda iyon elde etmek amaciyla sik¢a
kullanilan iyonlasma tekniklerindendir. Bunlarin yani sira, biyomolekul-ilag
arasindaki bagin kararlihgini belilemede; hizli atom bombardimani (FAB) ve daha
0zgln uygulamalarda MALDI ve silika Uzerinde desorpsiyon iyonlagsma (DIOS)

teknikleri de kullaniimaktadir. ESI ve MALDI yumusak iyonlastirma teknikleri ile
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yapilan analizlerde molekulin butun haline dair iyonlar elde edildiginden yapisal
bilgi gerektiginde bu teknikler yetersiz kalmaktadir ve pargalanma farkli sekilde
saglanmali ve Urunlerinin analizi yapiimalidir. Bu sistemlerin uygulandigi modern
ve yeni nesil cihazlar gerekli tum olanaklari bir arada sunmaktadir. Bu yontemlerin
diger bir avantaji, organik ve inorganik molekillerde modifikasyona ihtiyag

duyulmadan kolayca analizin gergeklestirilebiliyor olmasidir [107].

3.3 Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyon/iyonlagsmali-Ugus Zamanh Kiitle
Spektrometrisi (MALDI-TOF MS)

ik kesfi 1987’ye dayanan, Koichi Tanaka tarafinda “lazer desorpsiyonlu yumusak
iyonlasmasi” (SLD) olarak adlandirilan bu iyonlasma teknigi, 1990 larin basinda iki
Alman bilim adami Prof. F. Hillenkamp ve Prof. M. Karas tarafindan yepyeni bir
Kutle Spektrometrik teknik olarak tasarlanmig ve ikiliye American Chemical
Society’nin 1995 yili édulund kazandirmigtir. MALDI adi verilen bu iyonlastirma
kaynagdi, 2002 yilinda Koichi Tanaka’nin Nobel éduline layik gorilmesine sebep

olmustur.

Duyarlihdi oldukca yilksek olan (akto mol, 1x10™ mol) calismalarin rahatlikla
yapilabildigi sistemde, kesin olarak molekul agirhgi tespit edildiginden tur analizleri
kolayca gercgeklestirilebilmektedir. MALDI-TOF MS sisteminin en dnemli
avantajlarindan biri de molekil ve zayif kompleks yapilarin yumusak (soft)
iyonlastirimasinin yapilabilmesi nedeni ile kararsiz bilesik ve komplekslerin
yapilari, biyopolimerlerin kapal (folded) yapilari bile bozunmadan gaz fazina

gegirilip iyonlastirildiktan sonra tayin edilebilmesidir [110].

3.3.1. iyonlastirma Prensipleri

MALDI iyonlagmasinda, 6érnek molekull; uguculugu dusuk ve analit molekilleri ile
kimyasal reaksiyona girmeyecek yapida, dusuk vizkoziteli ve kullanilan lazerin
dalgaboyundaki 1sin1 absorplayabilcecek molekuller olan matriks molekdlleri ile
karistirihr. Bu karisim, metal bir dérnek tutucu Uzerinde birlikte kristallendirilir
(kurutulmus damlacik metodu). Numunenin MALDI kutle spektrometresine girigini
saglayan 6rnek tutucu ile ugus zamanl kitle analizéri (TOF) girisi arasina
elektriksel bir alan uygulanir (Sekil 3.3). Daha sonra érnek-matriks karisimi, kesikli
bir lazer 1siInina maruz birakilir. Lazer kaynagindan yayilan fotonlarla, érnek-

matriks kristalleri bombardiman edildiginde, matriks molekulleri hemen uyarilir ve
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enerjisini komgu molekullere aktarmadan once 6rnek molekulleriyle beraber gaz
fazina gecer. Bazi analit ve matriks molekulleri bu islem esnasinda iyonlasir. Gaz
fazindaki iyonlar, elektriksel bir alan uygulanarak, ugus zamanli kitle analizérine
(TOF) dogru hizlandinlirlar. Matriks molekdlleri ile analit molekdlleri arasindaki
proton transferi sayesinde iyonlasma enerjisi analit molekillerine transfer edilir.
Genelde elde edilen analit iyonlari [M-H] veya [M+H]" molekdl iyonlari oldugu gibi,
tampon gozeltilerinden gelen alkali metal iyonlarinin katiimasiyla [M+Na/K]"
iyonlari da olabilir. Ayrica ¢ok yukli molekuler iyonlar da olusabilir. Analit tartine
gore matriks sec¢imi ve ornek hazirlama sekli cok dnemlidir. Matriks kullaniimadigi
takdirde analitler ylUksek enerjide yalnizca desorbe olurlar ve bu da analit
molekullerinin pargalanmasina sebep olur. Azot lazerleri 337 nm dalga boyunda
ISima yaparlar ve UV-bdolgede absorpsiyon yapan matriksler icin en yaygin
kullanilan lazer kaynagidir. IR-lazerleri, UV-lazerlerine gére daha yumusaktir
ancak IR bolgede absorpsiyon yapabilecek matriks sayisi azdir. En sik kullanilan

IR Lazer turleri; Er-YAG lazerleri ve CO, lazerleridir.
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Sekil 3.3. MALDI-TOF sisteminin sematik gosterimi.
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3.3.2. Ugus Zamanl Analizorde Kitle Analizi

Lineer ve reflektron modu olmak Uzere iki farkli modu bulunan TOF kitle
analizérleri MALDI'de en sik kullanilan kltle analizéradir. Blyudk molekul agirlikh
tarler icin bile, yUksek ayiricilik ve dogrulukla kutlelerin belirlenmesini
saglamaktadir. Lazer i1sini tarafindan desorbe edilen ve elektriksel alan igerisinde
belli bir kinetik enerjiyle hizlandirilan iyonlar, elektriksel alan uygulanmayan bir tup
icerisine girerler ve burada kutle/ylk oranlarina gére farkli hizlarda hareket
ederler. TUpun sonunda, iyonlar dedektore ¢arparlar ve ugus zamanlari yuksek bir
dogrulukla elektronik olarak olgultr. Tipik olarak yaklasik iki metre uzunlugunda
ucus tupleri iceren TOF sistemlerinin diger analizorlerle kiyaslandiginda, duyarliligi
¢cok yuksektir. Bu yuksek duyarliligin sebebi ugus zamanli analizor igerisinde on
ayirmadan gecen butlin iyonlarin dedektére ulagsmasidir [109]. Sekil 3.3'de
sematik olarak verilen Lineer ugus zamanl kutle analizérinde ayni kitleye sahip
iyonlar esit kinetik enerji yuklenseler dahi, ayni zaman ve ayni bdlgede desorbe
olamamalarindan dolay! farkl hizlara sahip olabililer ve dedektére farkh
zamanlarda ulagabilirler. Bu durum piklerin genislemesine, ayiriciligin
zayiflamasina neden olur. Kitle analizérlerinde; kuguk kutle farklarina sahip
iyonlarin birbirinden ayrilabilmesini saglama yetenegi olarak tanimlanan ayiricilik;
TOF analizorleri igin, yari yukseklikteki pik genisligi ifadesiyle (FWHM) tanimlanir.
Herhangi bir pikin maksimum yuksekliginin yarisindaki toplam genigliginden ve o
pikin tam ortasina gelen kutle degerinden hesaplanabilir [112]. TOF analizorleri,
yansitici (Reflektron) mod da kullanilarak ayiriliciik problemi 6nemli odlgcude
giderilebilir [111]. Reflektron modun da, TOF analizériinde ugus tipunidn sonuna
iyonlarin yonunu degistirecek bir kuvvet uygulanmaktadir. Karsi bir elektriksel alan
uygulanarak, esit kutleli fakat daha yuksek kinetik enerijili (hizi yuksek) iyonlar,
karsi elektriksel alan icinde daha derinlere girerler ve yonlerini degistirmek icin
daha uzun sure harcarlar. Bu sayede ugus alaninda hizlari daha dusuk olan
iyonlara yetisirler. Lineer mod TOF ile yuksek molekdl agirliklarina (100-900 kDa)
cikilabilir ancak kutle arttikga ayiricilik azalir. Reflektron mod TOF ise dusuk
molekul agirliklariyla (10-90 kDa) sinirlidir ve ayiricilik ¢ok iyidir (10000 civarinda)
[111].
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3.3.3. iyonlarin Belirlenmesi

MALDI katle spektrometresinde dedektor olarak genelde ¢ok kanalli plaklar (MCP)
kullanilir. Bu plaklar, fiber optik 6zellikli, kursun iceren cam materyallerden
yapiimig silindirik birgok kanal icerir. Bu plakalara c¢arpan iyonlarin enerjileri,
dedektor yuzeyinde elektriksel enerjiye donusturalar. Olusturulan elektron sinyali
yukseltilir ve toplanir. Cihazin dizaynina bagli olarak bu dedektorler tek basina da
kullanilabilecegi gibi, duyarlihigi artirmak igin iki veya U¢ tanesinin kombinasyonu

seklinde de kullanilabilir.

3.4. Biyomolekiil-Metal igerikli Illag Etkilegimlerinin MALDI-TOF MS ile
Incelenmesi

3.4.1. MALDI-TOF MS ve Gegis Metali Kompleksleri

MALDI ile gecis metal igerikli ilaglarinin analizindeki en 6nemli problem, ¢ogu
gecis metal komplekslerinin kullanilan matriks molekullerinde ¢ézunmemesi ve
matriks ile karismamasindan kaynaklanmaktadir. Bazen matriks molekulleri bu
yapilar ile yiginlagsmalar olusturur. Bunun yani sira birgok gecgis metal kompleksi
Isiga duyarlidir ve bu durumun MALDI ‘yi s6z konusu analizlerde yetersiz kildigini
dusundirmektedir. Literatirde; 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB) [114,116],
sinapinik asit [118] ve a-siyano-4-hidroksi sinnamik asit (CHCA) [113, 115] gibi
klasik matriksler kullanilarak metal komplekslerinin izlenebildigi belirtiimistir. Bunun
yani sira flavanoidler [107] gibi yeni matrikslerin bulunmasi ile bu analizlerin

MALDI ile kolay ve guvenilir bir sekilde yapiimasina olanak saglamigtir.

3.4.2 Metal-ilag-Oligoniikleotid Komplekslerinin Analizinde MALDI-TOF MS

Nukleik asitlerin MALDI-TOF MS ile analizi hem negatif hem de pozitif iyonlasma
modunda vyuruttlebilmektedir. Bu molekillerin negatif yluk yogunluklari fazla
olmasina ragmen negatif iyonlasma modunda izlenmeleri daha kolay olmaktadir.
Analizlerde en yaygin olarak kullanilan matriksler 3-hidroksipikolinik asit ve 2,4,6-
trinidroksi asetofenondur. Yeni sentezlenen oligonukleotidlerin kutlelerini kontrol
etmek ve DNA modifikasyonlarini izlemenin yanisira [119,120], yeni sentezlenen
antikanser ilag-DNA etkilesimlerinin belirlenmesinde de kullaniimaktadir. Garcia ve
ark. tarafindan yuratilen ¢alismada rutenyum komplekslerinin DNA’'ya baglanma
sekli belirlenmigtir [121]. Baska bir galisma da ise sentezlenen platin kompleksinin
hidrolize olmus halinin guanozinmonofosfat (GMP) nulkleotidi ile etkilesimi sonrasi

reaksiyon urUnleri tayin edilmistir [121,122]. Isiga duyarli bilesenlerin analizinde
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MALD/I’'nin reaksiyonu tetikleme ve analiz etme islemlerini tek basamakta

gerceklestirdigi gorulmustar [123].

3.4.3. Metal-ilag-Protein Komplekslerinin Analizinde MALDI-TOF MS

Proteinleri MALDI-TOF MS spektrumlari genellikle m/1, m/2 ve m/3 tek ve ¢ok
yuklG iyonlarinin ayni sirayla azalan giddetteki iyonlarindan olusmaktadir. Hicrede
yasamsal proseslerin dizenlenmesinde ve sinyal aktariminda rol alan yuksek
molekul agirlikli  proteinler, fonksiyonlarini gergeklestirmek amaciyla cesitli
modifikasyonlara ugradiklari i¢in homojen yapida degildirler ve sahip olduklari
amino asitlerden hangisi araciligi ile ilaclarla etkilestiklerinin kesin olarak tespit
edilmesinde MALDI-TOF MS yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, 6zgiin aminoasit—
ilac etkilesimini tespit etmek igin; s6z konusu ilaglarla etkilesimi saglanan
proteinler, inkiibasyon sonrasi enzimatik par¢calanmaya tabi tutulurlar ve ardigik
MS (MS/MS) sistemleri kullanilarak analiz edilirler. Yapilan galismalar protein ve
peptidlerin ylzeyinde bulunan aminoasitlerden sistein, metionin ve histidin amino
asitlerinin  metal icerikli ilaclarla etkilegsimlerde en gugclu etkilesim bolgesi

adaylaridir.

3.5. Elektrosprey lyonlagsmali-Kiitle Spektrometrisi (ESI-MS)

ESI iyonlastirma teknigi, 1970’li yillarda Dole ve arkadaslari tarafindan icat
edilmistir [129]. Fenn ve arkadaslari, kimyasal tlrleri bir bitlin olarak, parcalanma
olmaksizin analize imkan saglayan bu yontemi, yuksek molekul agrlikli ve biyolojik
onem taslyan bilesiklerin ilk kez Kutle spektrometrisi ile analizinde kullanarak 2002

Nobel Oduli’'ne layik gérilmustar.

ESlI'da iyonlarin birden fazla hem pozitf hem de negatif yUkli olarak
olusturulabilmesi, ona desorpsiyon/iyonlastirmali ydontemlere gore bazi durumlarda
daha fazla avantaj saglamaktadir. Zayif etkilesimle baglanmis komplekslerin
tayinine ve 0zgun komplekslerin sitokiyometrilerinin direkt olarak ol¢ulebilmesine
olanak saglanmasi, sivi fazda gerceklesen etkilesimleri bozmadan gaz fazina
aktarabilmesi, ESI-MS sisteminin peptit, protein, aminoasit, polimer, oligosakkarit
ve sentetik organik molekullerin analizinde siklikla kullaniimasini saglamigtir. Tipik
bir ESI kitle spektrumu ¢ok yukli iyonlarin dagihmini gosterir. Coklu yiklenmenin

bir avantaji ise blyuk molekullerin, kitle/yik orani kiguk olan bir kitle ayiricisi
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(6rg; dort kutuplu) ile tayin edilebilmelerini saglamaktir. ESI ile kromatografik

yontemler kolaylikla birlestirilerek analiz yapilabilmektedir.

3.5.1. iyonlasma

ESlI'da drnek, kuvvetli bir elektriksel alan yardimiyla direkt olarak c¢ozeltiden
puskartulir [124,125]. Elektrosprey iyonlasmada ¢ozelti halinde bulunan 6rnek,
akis hizi ayarlanabilen (nanolitre mertebesine kadar) bir siringa ile cihaz igerisine
pompalanir. Bu sirada ¢ozeltide bulunan analit molekullerinin yuklenmesini
saglamak amaciyla igne seklindeki bir kapilerin ucuna elektrik potansiyeli
uygulananir ve ornek buradan puskurtalr. [126]. Pusklrtme iglemi sonrasinda
yuklenmis olan damlaciklar, kapilerin sonunda bulunan ancak daha dusuk
potansiyel uygulanan karsi elektroda dogru yonelirler. Damlaciklarin bu yolculugu
esnasinda analit molekillerinin etrafini saran veya olusan bu damlaciklarin
icerisinde bulunan ¢6ztcli molekullerini  buharlastirarak uzaklastirmak igin
kurutucu gaz gonderilir veya isitma iglemi yapilir. Bu iglem sonucunda olusan
¢Ozelti damlaciklarinda bulunan analit molekulleri, yukleri dolayisiyla birbirlerine
kargi itme kuvveti uygularlar. Bu itmeler ile kulombik patlamalar olusur ve ayni
turlerin farkh yakla iyonlar olugur [127]. Dolayisiyla, birden fazla fonksiyonel grup
iceren buyuk molekuller, ¢oklu yuk tasiyan iyonlar haline donusebilirler. Sekil
3.4’de ESI'nin sematik olarak gosterimi verilmistir. ESI’da iyonlasan turler katle/yuk
oranlarina goére ayrilmalari i¢in kitle ayiricisina gonderilirler. Kitle Spektrometrisi
sistemlerinde kutle ayiricisi olarak en sik kullanilan sistemler TOF, doért kutuplu
(Quadrapol, Q), iyon tuzaklamali (IT) ve manyetik alanl analizérleridir. Bunun yani
sira art arda dizilen kutle spektrometrilerinden olusan ardisik kitle spektrometresi
sistemlerinde (Tandem, MS") ise TQ (ardisik dort kutuplu analizér, QQQ), Q-TOF,
Q-IT, Fourier Transform lon-Cyclotron Resonance (FT-ICR) en sik kullanilan MS-

MS kombinasyonlaridir.
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Sekil 3.4. ESI-MS’in sematik gosterimi.

3.5.2. MS Analizlerinde Kiitle Ayiricisi Olarak Q-TOF

Genellikle MS? analizlerinde kullanilan quadrapol ve TOF analizériin hassasiyetini
birlestiren bir sistem olan Q-TOF analizérlerinde; olusan iyonlar Q0, Q1, Q2 olmak
Uzere Uu¢ kuadrapol (bazi firmalar Hekzapol kullanmaktadir) ve bir TOF
analizériinden gectikten sonra detektére ulasmaktadirlar. Q1 kitle ayiricisinin tek
MS kullanimdaki gorevi yalnizca iyonlarin taginimini saglamaktir. Bu gorevi Radyo
Frekans degerini sabit tutarak gerceklestirir. Asil kutle ayiricisi gorevini dogruluk
ve kesinligi yiksek olan TOF bileseni gercgeklestirir. Q0 bileseni, ylksek atmosferik
basingta iyonlasan molekillerin sogutulmasi ve yonlendirilerek Q1 sistemine
girmesini saglamaktir [130, 131]. Q7'den QZ2'ye iletilen iyonlarin tek MS’de
parcalanmasi istenmediginden 10 eV gibi dusik enerjili nétral Ar gazi ile
carpismalari saglanmaktadir. Q2’den c¢ikan enerji dagiimi homojenize olmus
iyonlar lensler yardimiyla hizlandirilarak TOF bilesenine yénlendirilirler ve iyonlarin

m/z degerlerine gore ayirimi gerceklesir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Q-TOF-MS sisteminin sematik diagrami [130].

Katle ayiricisinda m/z degerine gore birbirinden ayrilan iyonlar dedektore
yonlendirilirler. Dedektor olarak ise array dedektorler, Faraday kafesi ve elektron

cogalticilar kullaniimaktadir.

3.6. Biyomolekiil-Metal igerikli ilag Etkilesimlerinin ESI-MS ile incelenmesi
3.6.1. ESI-MS ve Gegis Metali Kompleksleri

Kltle spektrometresi ile yapilan gegis metal komplekslerinin analizlerine yonelik
calismalara  bakildiginda ESI-MS  teknigi  kullanilarak  gergeklestirilen
karakterizasyon calismalarinin sayisinin diger tekniklerden belirgin sekilde fazla
oldugu dikkat gekmektedir. MALDI ‘ye gore daha yumusak iyonlastirma ozelligine
sahip olmasi gecis metal kompleksi Urlnlerinde analiz sirasinda daha az
parcalanma olmasini ve metal-ligand baginin korunmasini saglamaktadir.
Ozellikle diisik molekil agirlikh yapilarin  analizinde ESI-MS de kullanilan
tasiyicinin spektrumda izlenmemesi blyuk avantaj saglamakta ve daha basit

spektrumlarin elde edilmesine sebep olmaktadir. Analiz igin gereken numune
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hacminin MALDI'ye gére daha fazla olmasi ve bir seferde yalnizca bir numunenin
analizine imkan saglamasi dezavantajlari olarak bilinse de sivi kromatografisi ile
surekli sistemde (on-line) gecis metal komplekslerinin analizine olanak saglamasi
belirgin avantaj saglamaktadir. Yapilan c¢alismalar komplekste yer alan gecis
metalinin tlrine ve sayisina bagli olarak farkli davranis ve pargalanma o6zelligi
sergilendigi, hem pozitif hem de negatif mod da spektrumlar elde edilebildigi icin
ESI-MS’in rutin olarak koordinasyon kimyasinda kullanilabilece@ini gostermistir
[132]. ESI-MS analizlerinde tek sinirlayici etken gegis metal kompleksinin
iyonlasma ortaminda kararli olmamasi ve ¢6zinmemesidir. Komplekslerin
karakterizasyonunun yani sira ¢ozelti ortaminda kompleksin reaksiyonun takibine
ve ortam degdiskenlerinin reaksiyon Uzerine etkisini incelemeye de olanak
saglamaktadir (pH, iyon konsantrasyonu v.b) [133]. Ayrica, cihaz Gzerindeki analiz
metod parametrelerinin degisime bagl olarak olusan pargalanma Urdnlerinin
kargilastiriimasiyla komplekslerin bagil olarak kararlliklari belirlenebilmektedir
[128, 134].

3.6.2. Metal-ilag-Oligoniikleotid Komplekslerinin Analizinde ESI-MS

ESI-MS tekniginin yumusgak iyonlagma sagliyor olmasi nukleik asit, oligonukleotid
ve bunlarin gegis metalleri ile yapmis olduklari komplekslerinin analizinde sik¢a
kullaniimasini mamkuin kilmistir.  OligonUkleotidler, 6zellikle negatif iyonlasma
modun da her hangi bir iyonlastirici gerektirmeksizin analiz edilebilmektedirler.
Oligonukotidlerin Kitle Spektrometrisi ile analizindeki en temel sinirlayici faktor
Na* ve K* iyonlarinin variigidir. ESI-MS ile analiz 6ncesi ters faz ve iyon degisim-
sivi kromatografisi ile ayirm séz konusu tuz problemini engelleyebilmektedir. iyon
ciftlestirici ajanlarin (trietilamonyum asetat gibi) kullaniimasi da iyon olusumunu
baskilayarak hassasiyeti arttirmaktadir. Ayrica organik ¢ozutcu kullanimi ve ugucu

baz kullaniminin iyon olusumuna katkisi oldugu da bilinmektedir [135].

3.6.3. Metal-ilag-Protein Komplekslerinin Analizinde ESI-MS

ESI iyonlagsma teknigi, proteinlerin ayrilmasinda genellikle elektroforetik
yontemlerle birlikte kullanilmaktadir. Ozellikle CDDP direngli ve duyarli ovaryum
hicre hatlarinin proteom analizlerinde dogrulama ESI-Q-MS ile yapiimaktadir. Bu
analizler, sisplatin direnci mekanizmasina isik tutmaktadir [136]. Proteinlerin butin

halinde analizinin mumkdn olmadigi bu teknikte tripsin ile enzimatik pargalama
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sonrasi olusan yavru iyonlar tanimlanarak yapi hakkinda bilgi edinilmektedir.
Molekul agirligr 100 kDa'dan buyuk olan proteinler icin tespit limitinin femtomolar
duzeyde olmasi teknigin Ustunlugune dikkat gekmektedir [137]. Kovalent olmayan
etkilesimleri izlemekte kullanilabilen ESI iyonlasmasi 6zellikle peptit/protein-metal
etkilesimlerinin tayininde Ozellikle baglanma bdlgesinin belirlenmesinde sikga
kullaniimaktadir. Bu tur analizlerdeki sinirlayici etmen protein-metal etkilesiminin

iyonlasma gartlarinda kararli kalma zorunlulugudur [107].

UV-Vis Absorpsiyon, Floresans ve NMR spektroskopisi gibi konsantrasyona bagl
olarak sinyal elde edilen tium yontemlerin termodinamik ve Kkinetik igerikli
calismalarda, biyomolekll etkilesimlerinin izlenmesinde kullanimina sikga
rastlanmaktadir. Kimyasal kayma (NMR), sinyal siddeti, radyoaktivite ve kiriima
indeksindeki degisimler etkilesimlerin tespitinde dnemli rol oynamaktadir. Bunlarin
yanisira herhangi bir igsaretleme teknigi gerektirmeksizin etkilesimlerin aninda ve
surekli analizine imkan saglayan Ylzey Plasmon Rezonans Spektroskopisi
(Surface Plasmon Resonance, SPR) 0zellikle protein-ligand etkilesimlerinde
baglanma ve ayrilmanin tayininde dnemli bir yere sahiptir. Uygulanabilmesi igin tek
sartin analitin altin yada gimus ylizeye baglanabilmesi oldugu bu teknik uygulama
alaninin genigiligi ve ylksek hassasiyetiyle biyolojik sistemlerin incelenmesinde
siklikla kullaniimaktadir [138].

3.7. Benzimidazoller ve Anti Tiimor Ozellikleri

Imidazol ve benzimidazol (sirasiyla Sekil 3.6 | ve Il) gekirdekler ilag tasariminda
onemli farmakoforlar olarak kullaniimaktadir [139]. Anti-enflamatuar [140],
antioksidan [141], gastroprotektif [142], antitimdr ve antiparazit gibi ¢ok cesitli

farmakolojik 6zelliklere sahip olduklari bilinen bu yapilarin ilaglarda kullanimi

O D

oldukca yaygindir.

Sekil 3.6. imidazol(l) ve benzimidazol (Il) yapilari

30



Heteroaromatik yapidaki benzimidazoller, biyomolekillerin  biyoizoesterleri
olduklari iin biyolojik uygunluga sahiptirler. Imidazollerin protein yapisindaki
sisteinil kisimla benzer Ozellikleri tasimalari, benzimidazollerin guanin yapisinin
biyobenzeri olmasi gibi 6zellikler bu yapilarin ilag sentezinde kullanimi artirmigtir
[143].

Antikanser ajan olarak bilinen ilk gruplardan olan Pirol [1,2-a]benzimidazoller
(Sekil 3.7 A-C), G ve A bazlar uzerinden etki saglayarak DNA’'nin indirgeyici
alkilasyonun saglamaktadir [144-148]. Farkli dallanmalara sahip olan benzimidazol
turevlerinin (Sekil 3.7 D-F)akciger ve gégus kanserine karsi sitotoksik etkisi oldugu
tespit edilmistir [149,150]. Ni ve arkadaslari tarafindan geligtirilen ve Sekil 3.7
G’de kiyasal yapisi verilen 2-(dallanmis quinolinon-3-il)benzimidazol molekulinin
nano molardan dustk IC50 (maksimum inhibisyonun %350’sini olusturan ilag
konsantrasyonu, half maximal inhibitory concentration) degerine sahip olmasi

yaply! potansiyel antitimor kilmaktadir [151-152].

Bisbenzimidazol turevleri DNA zincirindeki kugUk oluklarla etkilestikleri bilinen
molekuller arasinda yer alirlar. Kimyasal yapilar Sekil 3.7 H ve I'da verilen,
siraslyla Hoechst-33342 [153,154] ve Hoechst-33258 [155,156] olarak adlandirilan

molekuller bisbenzimidazollerin antitimor davranisinin ilk temsilcileridir.
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Sekil 3.7. Antitimor atkivite gdsteren (A), (B), (C); pirol benzimidazollerin, (D) ,
(E), (F); farkli ligandlar iceren benzimidazollerin, (G); quinolinon ligandli
benzimidazolin, (H) ve (1); bisbenzimidazollerin kimyasal yapilari [152]
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Benzimidazol liganda sahip gegis metal komplekslerinin de antitUmor aktiviteye
sahip oldugu bilinmektedir [152]. Benzimidazol-il-metil-1,3-diaminopropan-Cu?*
kompleksinin c¢ift sarmal DNA'ya interkalasyon ile etkilesebildigi tespit edilmistir
(Sekil 3.8 A) [157].

Sekil 3.8B’de verilen Pt(Il) komplekslerinin (Sekil 3B-C) insan goégus kanser hilicre
hatlarindan MCF-7 ve Hela rahim agzi kanser hucre hatlar Gzerindeki
antiproliferatif (cogalmaya kargsi) etkisi degerlendirildiginde potansiyel antitimor
olduklari belirtilmistir [158-163-].

Bakir, gimus, demir ve mangan metallerinin 2-metilbenzimidazol-5-karboksilik asit
hidrazin ile yapmis olduklari komplekslerden gimus metaline ait olan kompleksin
(Sekil 3.8 D) iki tir insan kanser hlcre hatti Uzerinde sitotoksik etkisi oldugu
bulunmustur (ICso degeri 2 uM) [164]. 2-piridinilbenzimidazol-5-karbokslik asit
yapisinin Cu®* ile yapmis oldugu kompleksin (Sekil 3.8 E) topoizomeraz inhibitdrii

olarak islev gordugu tespit edilmistir [165].

Sekil 3.8. Anti timor aktivite gdsteren (A) Cu?®*, (B) ve (C); Pt**, (D) Ag®*, (E)
Cu?* metallerinin farkli benzimidazol ligandlarla yapmis oldugu komplekslerin
kimyasal yapilar1 [152].
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4. DENEYSEL GALISMALAR

4.1. Kimyasallar

Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(ll)klorar, (B19) molekdli ile
nakleotidlerin etkilesimlerini incelemek igin kullanilan AMP (adenozin monofosfat),
GMP (guanozin monofosfat), CMP (sitidin monofosfat), TMP (timidin monofosfat)
ve UMP (Uridin Monofosfat) nukleotidleri , 299 % saflik derecesi ile Sigma (USA)

firmasindan temin edilmistir.

B19-oligonukleotid etkilesimlerini incelemek amaciyla, baz dizilimi tarafimizca
belirlenen 5’-G-A-T-G-S-A-T-G-A-G-3’, 5-G-S-A-T-S-G-G-G-A-S-3’ ve 5’-S-T-A-A-
A-G-A-G-S-T-3’ oligonukleotidleri Sigma (USA) firmasi tarafindan sentezlenmisgtir.

MALDI-TOF MS analizlerinde drnek hazirlamada kullanilan alfa-siyano-4-hidroksi
sinnamik asit (CHCA), 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB), 6-aza-2-tiyotimin (ATT),
matriksleri Fluka (USA) firmasindan, 3-hidroksipikolinik asit (3-HPA) matriksi
Sigma (Aldrich, Almanya) firmasindan ve sinapinikasit (SA) matriksi Acros (USA)

firmasindan, temin edilmigtir.

Trifloroasetik asit (TFA) Riedel-de Haen (Seelze, Almanya) firmalarindan

saglanmistir.

B19-peptit/protein etkilesimleri incelemek igin kullanilan kimyasallardan L-GSH
peptidi Sigma-Aldrich (USA), lizozim (tavuk yumurtasi) proteinleri Sigma (USA),

Ubiqutin (sigir) proteini Fluka (isvigre) firmalarindan temin edilmistir.

inkiibasyon ortami icin tampon cozelti hazirlamada kullanilan amonyum
bikarbonat Fluka (Almanya) ve amonyum asetat Fluka (isvigre) firmalarindan
temin edilmigtir. In vivo/vitro ortamdaki klorar iyonunun istenen derigimini
saglamak amaciyla kullanilan sodyum klorir tuzu Sigma (USA) firmasindan
saglanmistir.

Tum deneysel calismalarda hazirlanan sulu g¢ozeltilerde 18.2 M.Q.cm dirence
sahip deiyonize su kullanilmigtir (Puris Expe-Ultrapure Water System, Mirae St
Co. Ltd., Kore).

33


http://tr.wikipedia.org/wiki/%CE%A9

4.2. Kullanilan Cihazlar

4.2.1. pH Metre

Analizler oOncesi gerekli tim pH ayarlamalari kigluk hacimler (mikrolitre)
kullaniimasi nedeniyle mikro pH metre olan Mettler Toledo-Seven Multi pH metre

(Mettler Toledo, Isveg) cihazi ile yapilmigtir.

4.2.2. Vorteks
Deneyler sirasinda gerekli olan karigtirma igslemleri Heidolph-Reax Cotrol Vortex

(Heidolph, Almanya) cihazi ile yapilmigtir.

4.2.3. MALDI Kutle Spektrometresi

Analizler sirasinda tim kitle spektrumlari, Voyager-DE™ PRO MALDI-Ugus
Zamanl-Kutle Spektrometresi (MALDI-TOF MS, Applied Biosystems, Amerika) ile
alinmistir. Sistemde 337 nm dalga boyunda azot lazeri (Spectra Physics, USA)
kullaniimistir. Karakterizasyonu gercgeklestirilen tim analitleri (ilag, oligo/nikleotid,
peptid, protein, kompleks), yapilari bozulmadan butin halde tayin edebilmek
amaciyla kullanilan analit ve matriks turine gore duzgun bir iyonlagma icin analiz
sirasinda lazer siddetinin optimum degerleri tespit edilmistir. Analizler suresince
kiitle spektrometresi icindeki vakum yaklasik 5x10® torr civarinda tutulmus ve
iyonlarin hizlandiriimasi igin 20-25 kV potansiyel uygulanmigtir. Dogrusal modda
alinan spektrumlar 100 lazer vurusu, reflektron mod da alinan spektrumlar 300
lazer vurusu sonucunda elde edilmistir. Kiutle hatalarini engellemek igin kutle
spektrometresi anjiyotensin (1296.5 g/mol), insulin (5733.5 g/mol) ve BSA (66,423
g/mol) ile kalibre edilmistir. Tum yapilar hem pozitif hem negatif iyonlagsma
modunda analiz edilmis ve en uygun iyon verimi elde edilen sartlarda ¢alismalara

devam edilmigtir. TUm veriler bilgisayara kaydedilmigtir.

4.2.4. ESI Kitle Spektrometresi

Yapilan g¢alismalarda tim analizler Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF-MS (Palo
Alto, ABD) cihaz kullanilarak yuratdlmastir. B19 molekali, GMP, AMP, CMP
nukleotidleri ve B19 molekulinin tum nukleotid cesitleriyle yapmis oldugu
komplekslerin analizleri sirasinda uygulanan kutle spektrometresi degiskenleri
Cizelge 4.1de, UMP ve TMP nukleotidlerinin analizleri sirasinda uygulanan kutle

spektrometresi degiskenleri ise Cizelge 4.2'te verilmistir. Analizler Goldman
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siringa pompasl (Goldman Syringe Pump) kullanilarak dogrudan enjeksiyon

yontemiyle gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.1. B19 molekult, GMP, AMP, CMP ve ntkleotidleri-B19 komplekslerinin
analizi i¢in uygulanan ESI-MS metodundaki degiskenlerin degerleri.

lyonlasma Modu Pozitif
Gaz Sicakhgi 350 °C
Kurutucu Gaz 11 L/min
Nebil6zor Gaz 50 psi
Kapiler Voltaj 4000 V
Parcalayici Voltaji 175V
Nozzel Voltaj 300V
Skimmer Voltaj 65V
Enjeksiyon Hacmi 3 ul

Cizelge 4.2. TMP ve UMP nukleotidlerinin ESI-MS analizleri igin uygulanan ESI-
MS metodundaki degiskenlerin degerleri.

lyonlasma Modu Negatif
Gaz Sicakhgi 350 °C
Kurutucu Gaz 12 L/min
Nebil6zor Gaz 60 psi
Kapiler Voltaj 4000 V
Parcalayici Voltaji 300V
Nozzel Voltaj 300V
Skimmer Voltaj 65V
Enjeksiyon Hacmi 3 ul

Sitokrom C, lizozim ve ubiqutin proteinleri ve bu proteinlerin B19 molekdlu ile
inkUbasyonlari sonucu elde edilen ¢ozeltiler Agilent 1200 LC sistemi kullanilarak
ESI-MS’e gonderilmistir. izokrotik g¢alismanin gerceklestirildigi LC’'de kullanilan
mobil faz ve oranlari ile kutle spektrometresi calisma sartlari Cizelge 4.3'te

verilmigtir.

35



Cizelge 4.3. Cyt C, lizozim ve ubiqutin proteinleri ve bu proteinlerin B19 molekulu
ile inkibasyonu sonucu elde edilen ¢dzeltilerin analizlerinde kullanilan LC-ESI-MS

sartlari.
LC Parametreleri
Mobil Faz A Su/ACN/FA
% Mobil Faz A 97 /3/0.1
Mobil Faz B Su/ACN/FA
% Mobil Faz A 3/97/0.1
Akis Hizi 0.3 mL/dk
ESI-MS Degiskenleri
lyonlasma Modu Pozitif
Gaz Sicakhgi 350 °C
Kurutucu Gaz Akigi 12 L/min
Nebil6zor Gaz Basinci 60 psi
Kapiler Voltaji 4000 V
Parcalayici Voltaji 200V
Nozzel Voltaji 300V
Skimmer Voltaji 65V
Enjeksiyon Hacmi 3 ul

4.2.5. Hucre Hatlarn ve Bliyiime Ortamlarinin Hazirlanmasi
Prostat kanser hiicrelerinden androjen reseptoériine bagimli saglikli ve timoérla PC-
3 hlcre hatlari ve Akciger kanseri Hucre hatti A-549; ATCC (American Type
Culture Collection, Rockville, MD) firmasindan satin alinmistir. Bu U¢ hucre
hattinin buyUmesi icin ayni iglemle farkli ortamlar hazirlanarak, bagimsiz
calismalar yuratilmastir. Hicre hatlari, 10% FBS (fetal sigir serumu) ve 1%
glutamin iceren Ham's F-32 blyime ortamini igceresinde 37 °C ve 5 % CO, de
blayuttlmastir. Bu bliyume ortamlari ayni zamanda kullanilacak olan CDDP, B19,
B33 ve B35'in de seyreltimesinde kullaniimistir. Liyofilize halde gelen hiicre hatlar
bliyume ortami yardimiyla sulandirildiktan sonra T-25 buyime kabina alinmig ve
hiicrelerin belirli bir sayiya ulasabilmeleri icin bir gece 37 °C ve 5 % CO,' de
inkibe edilmislerdir. Buylyen hucreler daha fazla hicre elde etmek amaciyla T-75
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blylme kaplarina transfer edilmislerdir. Cogalan htcreler 10 mM fosfat tamponu
ile yikandiktan sonra hucreler 2 mL tripsin-EDTA solusyonu kullanilarak buyume

kaplarindan ayrilmis ve 24 kuyucuklu buyime plakalarina aktariimiglardir.

4.2.6. Hucre Proliferasyon Caligmalari

PNT1A saglikh ve PC-3 tumorlu prostat kanser hucre hatlar ile akciger kanseri
hacre hattt A549, buyume ortamlari icerisinde buyadtuldikten sonra hicre
proliferasyonunu goézlemlemek amaci ile tripsin-EDTA c¢o6zeltisi yardimiyla T-75
buyume kaplarindan alinarak 24 kuyucuklu buyume plaklarina her kuyucukta 3 x
10* hiicre olacak sekilde aktariimis olup 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra
hicrelerin  bulundugu kuyucuklara farkli derisimlerde CDDP veya aktivitesi
Olcllecek ilag adayi eklenmistir. CDDP ve diger ilag adaylarinin 250 uM' lik stok
derisimi uygun miktardaki bilegigin hucre buyume ortami igerisinde ¢ozulmesiyle
elde edilmis olup, 24 kuyucuklu bliyume ortami icerisine dortlu tekrarlar halinde
sirasiyla 50 yM, 100 uM, 150 uM, 200 uM ve 250 pM olacak sekilde PC-3 hicre

hatti Gzerine eklenmistir
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5. SONUGLAR ve TARTISMA

Bu galisma kapsaminda, aktif ila¢ etkisi gosterebilecegi dusunulerek sentezlenen
metal komplekslerinin karakterizasyonu gerceklestiriimis ve in vitro ortami takilit
eden in vitro ortamda s6z konusu komplekslerin biyomolekullerle etkilegsimi
MALDI-TOF MS ve ESI-QTOF MS yontemleri kullanilarak incelenmisgtir.

5.1. Kloro-2,6-bis (N-metil-benzimidazol-2-il) piridinplatin(ll)klorir,
[Pt(L®CI]CI Molekiiliiniin (B19) Karakterizasyonu

Metal komplekslerin sentezlerinin dogru olarak gergeklestirilip gerceklestiriliemedigi
ve safliklarinin belirlenmesi amaciyla degisik analiz yontemleri kullanilarak

karakterizasyonlari  gergeklestirimis ve saflik durumlari tespit edilmeye

calisiimigtir.
5.1.1. IR ve H-NMR ile Karakterizasyonu
AN N
U oy
| N \N [P(DMSO)ICI, ’ ||w/ | o
\ N N \ NPl N
Cl
L2 L .
B19

Sekil 5.1. B19 kompleksinin sentez semasi

Sekil 5.2°deki IR spektrumda (C-H) aromatik, (C-H) alifatik, (C=C) aromatik, ve
(C=N) gerilimleri igin sirasiyla 3090-3022 cm™, 2907-2871 cm™*, 1537-1456 cm™
ve 1604-1589 cm™ dalgaboylarinda pik gdzlenmistir. 3297 cm™ de gdzlenen
kuvvetli pik yapinin hidrat suyu ve N-H bagi icerdigini gostermistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 5.3 ve 5.4) imino azotuna bagli olan -CHs protonu (1
numarall) 4.26 ppm’de singlet, benzimidazol halkasi tUzerindeki 2 ve 5 numarall
protonlar sirasiyla 7.69 ve 7.76 ppm’de dublet, 3 ve 4 numarali protonlar sirasiyla
7.36 ve 7.30 ppm’de multiplet, piridin halkasi Uzerindeki 6 numarali proton 8.29

ppm’de dublet ve 7 numarali proton 8.20 ppm’de multiplet olarak gériilmistir. *H-
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NMR spektrumunda gozlenen 17 proton, elde edilmek istenen yapidaki proton

sayisl ile tam bir uyum icindedir. Bu da sentezlenen yapiy1 dogrulamaktadir.
'H-NMR (dmso-ds, &ppm): 8.29 (2H, d, J = 7.83), 8.20 (1H, m), 7.76 (2H, d, J =
7.71), 7.69 (2H, d, J = 7.88), 7.36 (2H, m), 7.30 (2H, m), 4.26 (6H, S)
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Sekil 5.2. B19 molekulinin FT-IR spektrumu [166]
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Sekil 5.3. B19 molekiilinin (A) *H-NMR spektrumu ve (B) *H-NMR aromatik
bolge spektrumu [166]

5.1.2. B19 molekiliiniin MALDI-TOF MS ve ESI-MS ile Karakterizasyonu

B19 kompleksinin kitle spektrometrik analizlerinden énce, B19 molekulinin farkli
¢Ozuculerdeki ¢dzunurligu test edilmistir. Bu kompleksin MeOH, DMF ve H,O’ da
iyi ¢ozundugu saptanmistir. Antikanser olarak kullanilacak yapinin en dnemli
Ozelliklerinden birinin  suda ¢ozinmesi zorunlulugu oldugu g6z Onunde

bulundurulmusg, su ¢ozucu olarak secilmistir. MALDI-TOF MS analizlerinde
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oncelikli olarak B19 molekulinu tanimlamak i¢in denemeler yapiimig ve TFA
kullanilmadan hazirlanan DHB ve CHCA matriksleri ile elde edilen spektrumlarda
TFA kullanilarak elde edilenlere nazaran sinyal:gurultt oraninin daha yuksek
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle daha sonraki denemelerde bu matrikslere asit
ilavesi yapilmadan c¢alismalar strduridlmustir. Deneysel kisimda ifade edilen bes
farkh matriksle galisilarak B19 molekulinun karakterizasyonu gerceklestiriimistir.
lyonik klor ile birlikte B19 yapisinin molekil agirhgr 605.38 g/mol olarak
hesaplanmigtir. Sekil 5.4'te B19 molekllinin deiyonize suda olusturmasi
beklenen iyonik yapilar verilmistir. Yapinin suda iyi ¢éztnduga ve sudaki CI iyonu
derigsiminin  dusuk oldugu g6z o©Onunde bulundurularak olasi iyonlasma

mekanizmalari Sekil 5.5’te verilmistir.

20l N
_ - +2 _ B19 — +
= RS
W N A
SO OSSO
_ ~J — — ~J —
ci
B19-2Cl B19-Cl

Sekil 5.4. Dusuk CI™ iyonu derisimi iceren sulu ¢ozeltilerde, B19 molekulinden klor
ayrilmasi ile elde edilebilecek yapilar ve gosterimleri.
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Sekil 5.5. (A) B19, (B) B19-Cl ve (C) B19-2Cl yapilari icin MALDI-TOF MS
iyonlagma mekanizmalari.

Sekil 5.6'da TFA kullanilmadan hazirlanan THAP, DHB, ATT, CHCA, 3-HPA
matriksleri ile elde edilen kutle spektrumlari verilmistir. Spektrumlar, uygun matriks
secimi yonunden degerlendirildiginde, kullanilan bes matriks ile de B19 kompleks

yapisinin analiz edilebildigi gérulmustur.
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Sekil 5.6. B19 molekiiliiniin (A) CHCA,(B) 3-HPA, (C) ATT, (D) DHB ve (E)THAP

matriksleriyle elde edilmis kutle spektrumlari (analit/matriks :1/5)
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Sekil 5.7’7de ise $ekil 5.6’da verilen spektrumlarin 520-580 Da arahginda
genisletilmis kutle spektrumlar verilmigtir. DHB matriksi ile elde edilen spektrumun
(Sekil 5.7 B) kdtle ayirmi ve S/N orani yonunden en iyi sonucu verdigi
gérilmustir. iki farkli pik grubunun izlendigi spektrumlarda, gerek yapiya iyonik
halde bagh bulunan klordr iyonunun, gerekse Pt'ne dogrudan bagh bulunan klor
atomunun yapidan ayrildigi tespit edilmigtir. Yapilan hesaplamalar sonucu 569-
575 Da araligindaki izotopik dagihmin B19 yapisindan iyonik halde bulunan klor
atomunun ayriimasi sonucu olustugu ([B19-Cl]"), 534-539 Da arali§indaki izotopik
dagihimin ise B19'dan iki klor atomu ayrilmasi ve kalan yapidan bir hidrojen
kopmas! sonucu olustugu dusindlmastir ([B19-2CI-H]Y). Bu yapilarin kapali
formalleri kullanilarak izotopik dagilimlari cihazin orijinal yaziliminda bulunan
izotop hesaplayicisina aktarilmis ve s6z konusu bu iyonlara ait MALDI-TOF MS

spektrumlari gizdirilmigtir.
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Sekil 5.7. B19 molekunun farkli matriksler ile elde edilmis kutle spektrumlari. (A)
THAP, (B) DHB, (C) CHCA, (D) ATT ve (E) 3-HPA .
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Sekil 5.8'de cihaz yazilimi tarafindan verilen; C31NsH17Cl,Pt, C31NsH17CIPt,
C.1NsH17Pt kapal formlilleri ile gosterilen ve sirasiyla; [B19+H]", [B19-CI]", [B19-

2CI-H]" iyonlarini temsil eden yapilarin teorik spektrumlari verilmistir.
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Sekil 5.8. B19 molekulinun ¢esitli formlarinin iyonlagsmasi ile elde edilen olasi
MALDI-TOF MS spektrumlari. (A) C,1NsH;7Cl,Pt teorik, (B) C21NsH;7CIPt teorik,
(C) C21NsH17CIPt deneysel (DHB matriksi ile), (D) C,1NsH17Pt teorik ve (E)
C,1NsH17Pt deneysel (DHB matriksi ile)
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Sekil 5.8 A’da B19 molekllinin molekller halde ve protonlanarak iyonlastigi
durumda elde edilmesi gereken teorik spektrum verilmistir. Yapilan analizlerde
601-613 m/z araliginda pik gorulmemistir. Bu durum molekudlin bu hali ile kararsiz
oldugunu ifade etmektedir. Sekil 5.8 B ve 5.8 C’de verilen, [B19-CI]" yapisinin
siraslyla, teorik ve deneysel spektrumlarina bakildiginda Sekil 5.5’de &nerilen
iyonlasma mekanizmasinin deneysel sonuclarla uyumlu oldugu gorulmagtur.
Ancak, [B19-2CI-H]" iyonlagmasina ait verilerde yaklasik 1,5 Da m/z farkinin
gorulmesi, S$Sekil 5.5de bu yap! igin O&nerilen iyonlasma mekanizmasini

dogrulamadigini gostermistir.

Cihaz Uzerinde teorik olarak farkl iyonlasma sekillerine yonelik elde edilen
spektrumlar ile analiz sonuglari karsilastiriimistir. En uygun teorik spektrumun,
deneysel spektrum ile Kkarsilastirlmasi Sekil 5.9°da, muhtemel iyonlagsma
mekanizmas! ise Sekil 5.10’da verilmistir. ince bir organik madde ile Uzeri
sivanmis olan metaller, UV 1simasina tabi tutulunca foto elektron yayarlar ve
elektronlar, elektron ilgisi yuksek olan molekuller tarafindan gekilirler [167]. [B19-
2CI]*? iyonuna DHB matriksinden H* transferi ve MALDI tabakasi-matriks ara

yuzeyinden 2e” katilimi ile tek yuklu iyon olugsumu gergeklestigi dugunulmuagtar.
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Sekil 5.9. (A) C,1NsH;gPt teorik ve (B) C21NsH1gPt deneysel (DHB matriksi ile).
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Sekil 5.10. [B19-2CI]*? yapisi icin MALDI-TOF MS ‘te iyonlasma mekanizmasi

B19 molekilinin ESI-QTOF-MS ile karakterizasyonunda Sekil 5.11’de gortlen
kutle spektrumu elde edilmigtir. MALDI iyonlasma teknigi ile elde edilen
spektrumlarda [B19-2CI]"? molekiiliinin iyonlasmasi belirgin sekilde izlenebilirken
ESI iyonlasmasi ile elde edilen kitle spektrumunda bu yapinin siddetinde belirgin
azalma oldugu goérutlmustur (okla gésterilmistir). 529-542 m/z arahdi genisletilerek
incelendiginde, izotopik dagilimindaki m/z degerlerinin MALDI-TOF MS’ ten 1 Da
eksik oldugu goérulmastir (Sekil 5.12). ESI ve MALDI sistemlerinde iyonlasma
mekanizmalarinin farkhlik gostermesinin, 1 Da kuitle farkinin sebebi olabilecegi
distnilmustir. Sekil 5.5'te [B19-2CI]*? yapisinin MALDI-TOF MS'’te onerilen
proton vererek iyonlasma mekanizmasinin ESI sistemi icin gegerli oldugu
gOrulmustar. Yapiya ait pikin iyon siddetinin disik olmasinin sebebinin ise olugsan
iyonun kararsizhdini ve buna bagh olarak olugsma verimindeki duguklugu

gOstermektedir.

MALDI-TOF MS ve LC-ESI-MS sistemleri ile yapilan analizlerde, B19 yapisindan
klor atomlarinin ayrilabiliyor olmasi, B19 molekulinin oligonukleotidlerle

etkilesebilmesinin mimkun olacagi bir yol oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.11. B19 molekulinin pozitif iyonlasma modunda ESI-MS spektrumu, (0.2
mM B19 kompleks ¢dzeltisinden 2ul enjekte edilmigtir).
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Sekil 5.12. B19 molekulinin pozitif iyonlagsma modunda elde edilmis, Sekil
5.11’de ok ile gosterilen 529-542 m/z bolgesine ait genigletiimis ESI-MS
spektrumu
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5.2. Niikleotidlerin MALDI-TOF MS ve ESI-MS ile izlenmesi
B19 molekulinun ESI-QTOF-MS ve MALDI-TOF MS ile analizleri tamamlandiktan
sonra, B19 ile etkilesimi incelenecek olan nukleotidlerin s6z konusu MS sistemleri

ile analizi gerceklestirilmigtir.

5.2.1. MALDI-TOF MS

AMP (347.22 g/mol), GMP (363.22 g/mol), CMP (323.20g /mol), UMP (324.18
g/mol) ve TMP (320.19 g/mol) nukleotidlerinin MALDI-TOF MS ile analizi igin
uygun matriks secimi denemeleri yapiimistir. Her bir nukleotid molekulinun analizi
icin 5 farkh matriks trG denenmigtir. Yalnizca DHB matriksi ile yapilan analizlere
ait spektrumlar verilmigtir. CMP ‘nin analizinde, tim matriksler ile pozitif iyonlasma
modunda [CMP+H]" iyonuna ait sinyal gozlenebilmistir. 3-HPA ile [CMP+H]"
molekilinin yani sira [7CMP+H]"ya kadar olan sitidin oligonukleotidleri de
izlenmigtir. DHB ve THAP matriksleri ile sadece [2 CMP+H]"  yapisi

gozlenebilmigtir.

GMP icin bes farkli matriks tliri denemesi sonucu elde edilen spektrumlar
incelenmig ve tim matriksler ile pozitif iyonlasma modunda [GMP+H]" iyonuna ait
sinyal goézlenmistir. 3-HPA ve DHB ile elde edilen spektrumlarda yapinin hem
protonlanarak hem de katyonize olarak iyonlasabildigi izlenmistir, ( [GMP+Na]" ).
GMP ‘nin yapisinda bulunan —OH gruplarinin hem DHB matriksinden gelen hem
de GMP’nin kendi standardinin yapisinda bulunan sodyum tuzundan 6tiri Na®
katiimiyla (-O'Na"), yapiya birden fazla sodyum katildi§ini géstermektedir. Ayrica
3-HPA ve DHB ile oligomerler de izlenebilmistir (Sekil 5.13, yildizla isaretlenmis
pikler). AMP ‘nin analizinde ise tim matrikslerle yapi protonlanarak izlenirken
CHCA matriksi ile [AMP+Na]" piki sinyalinin protone oldugu durumdakine yakin
siddette oldugu goértulmastir. UMP molekuli pozitif iyonlasma modunda degil
negatif iyonlasma modunda analiz edilebilmistir. Yalnizca DHB matriksi ile her iki
iyonlasma modunda da sinyal elde edilebilmisken, CHCA matriksi ile yapi analiz
edilememigtir. TMP’nin 3-HPA ile protonlanarak, DHB ve THAP matriksleri ile ise
katyonize olarak analiz edilebilirken, CHCA ve ATT matriksleri ile uygun spektrum

elde edilemedigi tespit edilmistir.

49



siddet

mn

A

gE TAVIP+H]*
[AMP+Na]*

[GMP-H+2Na]*

% GMP+H]™*
[ H]
[GMP+Na]*
=
-
=

W 1180 1620

2060

2600

B)

300

[CMP+H]*

[CRP+Na]*

o=
=
=

[TMP+H]*+
[TMP-+Na]*

40 1180 1620

b et il

2060

2500

¢)

740 1180 1620

2060

2600

D)

40 1180 1620

7
o
2
2 *
MM- st Jothohs i

2060

2500

E)

740 1180 1620

Kiitle (m/z)

2060

2500

Sekil 5.13. Herbir nikleotidin DHB matriksi ile elde edilmis MALDI-TOF MS

spektrumlari. (A) AMP, (B) GMP, (C) CMP, (D)TMP ve (E) UMP.
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5.2.2. ESI-QTOF-MS

ESI-MS Analizleri igin sartlar optimize edilmis ve pargalama voltaj degeri
nikleotidler ve B19 yapisi i¢cin 175 V, akis hizi 0.5 ul /dk olarak belirlenmistir.
Gerek pozitif gerekse negatif iyonlasma modunda taramalar gercgeklestirilmistir.
Asidik yapida olmalarr UMP ve TMP ‘nin negatif modda iyonlagmalarini
kolaylastirdig1 dusunulmustar. Analiz edilen kimyasal yapilara ait spektrumlar Sekil
5.14’te verilmistir. Molekuler iyon pikleri, [M-H]", ok ile gosterilmistir. Her iki yapinin
da dimerine ait iyon pikleri izlenmistir. AMP, GMP ve CMP yapilari pozitif
iyonlasma modunda analiz edilebilmis ve AMP hari¢ dimer olusumlari da

go6zlenmisgtir.
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Sekil 5.14. (A) UMP ve (B)TMP ‘nin negatif iyonlasma modunda elde edilmis ESI-
MS spektrumlari. (1mM nukleotid den 2ul enjekte edilmistir).
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Sekil 5.15. (A) AMP, (B) CMP ve (C) GMP ‘nin pozitif iyonlasma modunda elde
edilmis ESI-MS spektrumlari (1mM nukleotid den 2ul enjekte edilmistir).

5.3. Komplekslerin MALDI-TOF MS ve ESI-MS ile izlenmesi

Yapilan uzun arastirmalar sonrasinda, tedavide kullanilan Pt igerikli ilaglarin,
birgok Pt-baglantisi olusturdugu ve bu nedenle DNA'ya baglanacak Pt-igerikli ilacin
farmokokinetiginin iyi arastiriimasi, kullanilacak olan Pt-ilacin miktarinin optimize
edilmesi gerektigi gorulmastir [74]. Pt igerikli ilaca baglanan molekullerin
tanimlanmasinin yani sira kantitatif analizlerinin de yapilmasi gerekmektedir. Bu
nedenle Cisplatin ve baglandigi yapilara yonelik bircok ¢calisma gerceklestiriimistir.
Nukleotid ve oligonukleotidler ile yapilan ¢alismalar sonucunda, Pt-amin

bilesiklerinin 6zellikle Guanin nukletotidine baglandiklarini ve 3’ ucundaki ardigik
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G-G baglanmasini tercih ettigi bulunmustur. Nukleotid monofosfat-cisplatin
komplekslerinin UV-spektrofotomere kullanilarak yapilan ¢alismalarda, cisplatinin
GMP ve AMP’ ye baglandigi ancak CMP ve TMP baglanmasinin izlenemedigi
gOrulmustar [168].

Sisplatin-DNA zincir i¢i ¢apraz baglanma drunlerinin %60—-65'i zincir i¢ci GpG 1,2
baglanma ve %20-25’i ApG 1,2 zincir i¢i baglanma olarak adlandirilir. Ayni zincir
uzerinde gergeklesen diger bir baglanma da Pt- bagh guaninler arasinda farkli bir
bazin bulundugu GpXpG 1,3 zincirler arasi baglanmasidir ve %2 oraninda
izlenmigtir. Ayrica guanin Uzerinden tekli baglanma oldugu goérulmustir (%2).
Diger bir baglanma sekli olan zincirler arasi baglanmanin karsilikli guaninler
arasinda gercgeklestigi gorulmus (%2) ve G-G zincirler arasi ¢apraz baglanma
olarak adlandiriimistir. S6z konusu bu Siplatin —DNA baglanmalarinin timinde
tasiyici ligandlarin yapidan ayriimadi§i goralmustir [87]. Tek zincirli DNA ya da
RNA pargalarinda sitozinin N3 atomu ve adeninin N1 atomu Uzerinden de agir

metal baglanmasi olabilecegi belirtilmigtir [44].

Pt-DNA etkilesimlerini izlemek adina gergeklestirilen dnceki yapisal ¢alismalarda
NMR ve X-isinlari kristalografisi yontemleri kullanilarak Sisplatin bagl tek zincirli
DNA parcalarini izlenmistir. [169] Son yillarda yapilan g¢aligmalarda ise analitik
teknikler birlestirilerek Pt-DNA yapilarinin turlendiriimesinin yani sira kantitatif
analizlerle de s6z konusu baglanmalarin miktarlari tespit edilmistir [170]. ESI-Q-
TOF MS, ve HPLC-ICP-MS ve MALDI-TOF MS teknikleri bu amacla ileri
analizlerde kullanilmigtir [171], [172].

S0z konusu bu etkilesimin Pt icerikli ilaclardaki kimyasal ¢evreye yani liganda gore
degisebilecegi dusunuldigu icin  B19-nukleotidlerinin - B19 ile  etkilesimi

incelenmisgtir.

5.3.1. B19-Niikleotid Etkilegsmelerinin Kiitle Spektrometrik incelenmesi

B19 ve nukleotidlerin MALDI-TOF MS ve ESI-MS ile analizleri tamamlandiktan
sonra, B19-nukleotid etkilesimleri incelenmistir. Bu amagla hazirlanan
nukleotidlerin  her biri ile B19 molekdli ayri ayri, hacimce 1:1 oraninda
karigtinilarak (90 pL nukleotid+ 90 yL B19) 37°C’ de su banyosunda pH: 7’ de (25
mM amonyum bikarbonat) 24 saat ve 46 saat inklibe edilmistir. Alinan inkibasyon

ornekleri analiz edilene kadar +4°C de saklanmistir.
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Nukleotidlerin, B19 molekulinin ve inkiibasyon sonrasi (24 ve 46 saat) olustugu
kabul edilen Ndukleotid-B19 komplekslerinin  MALDI-TOF MS ile analizi
gerceklestirilmigstir.

Cizelge 5.1’de nukleotidler, B19 ve olasi kompleks yapilarina ait kisaltmalar ve
olugsan kompleksin nominal kutleleri verilmistir. B19, nuUkleotid ve olugmasi
beklenen komplekslerin iyonlasma modu ve iyi izlenebildigi matrikslerin farkh
olabilecegi dugunulerek 5 farkli matriks turu ile inkiibasyon sonrasi ornekler analiz
edilmistir. inkiibasyonun siiresi uzun tutulmus ve Kkalitatif olarak kompleks
olusumuna etkisi izlenmistir. Birinci ve ikinci inkiibasyon ¢ézeltilerinin MALDI-TOF
MS ile analizi gergeklestiriimigtir. Sekiller 5.16- 5.21°de verilen spektrumlarin hepsi
46 saatlik inkibasyon ¢ozeltilerinin spektrumlarini ifade etmektedir. 24 saatlik ve
46 saatlik ¢ozeltilerin spektrumlari incelenmis, 24 saatte kompleks olusumunun
tamamlandigi, inklibasyon slresinin 46 saate uzatiimasinin kalitatif bir etkisi
olmadigi gibi, katle spektrumda godzlenen sinyallerin siddetinde de artis
g6zlemlenmemistir (spektrum gosterilmemistir).

Cizelge 5.1. B19 ve nukleotidlerin kompleks yapma sekline ve monofosfatin
cinsine bagli olarak olugan komplekslerin kutleleri.

GMP | AMP | CMP TMP | UMP _
KOMPLEKSI | KOMPLEKSI KOMPLEKS] :(D(')aI;/IPLEKSI :<DOaI;/IPLEKSI
(Da) (Da) (Da)
[B19-Cl] =K1 | GK1=931 AK1=915 CK1=891 TK1=888 UK1=894
MW=570 Da
B19-2CI=K2 GK2=896 AK2=880 CK2=856 TK2=855 UK2=857
MW=535 Da

Sekil 5.16’da verilen spektrumlar incelenmis ve B19 molekilinin TMP ile
kompleks yapabildigi gézlemlenmistir. 856 ve 894 m/z bdlgelerinde bulunan pik
gruplar sirasiyla, [B19+TMP]" ve [B19+TMP-H+K]" iyonuna aittir. Olusan
komplekslerin  matriks molekuline goére izlenebilirliginin  degdistigi, TK2
kompleksinin 3-HPA ile izlenemedigi tespit edilmistir. B19 molekulinin AMP ile
olusturdugu gozlenen, Sekil 5.17'de [AK2]" ile gosterilen 1:1 kompleksin diginda
(m/z 881 bdlgesi), m/z 1414’te izlenen ve 2:1 oraninda olustugu belirlenen,
[2B19+AMP-2H]" iyonuna ait pik; THAP, DHB ve ATT matrikslerinde
gOzlenebilmistir (yildiz ile isaretlenmigtir).
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Hem TMP hem AMP ile yapilan inkibasyonlar sonrasi spektrumlarda reaksiyona
girmeyen B19 molekiili gérilmistir. Reaksiyona girmeden kalan [K1]" ve [K2-H]"
iyonlari kesikli gizgilerle gosterilmigtir.
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Sekil 5.16. TMP-B19 kompleksinin (A) CHCA, (B) ATT, (C) THAP ve (D) DHB
matriksleri ile elde edilmis kutle spektrumlari (10 mM TMP:0.33 mM B19 esit
hacim karigimi).
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Sekil 5.17. AMP-B19 kompleksinin (A) CHCA, (B) ATT, (C) DHB ve (D) THAP
matriksleri ile elde edilmis kutle spektrumlari (10 mM AMP:0.33 mM B19 esit

hacim karigimi).
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Sekil 5.18’de B19 molekuliniin CMP ile K2 formu Uzerinden kompleks yapabildigi
ve bu kompleksin mol oraninin 1:1 oldugu durumda olugsmasi beklenen m/z 857
‘deki pik grubunun en belirgin sekilde DHB matriksi ile izlenebildigi goralmugtur.
m/z 1387’de, 2:1 mol oraninda olusan, [2B19+CMP-2H]" iyonuna ait oldugu
dusundlen sinyal elde edilmistir (yildiz ile isaretlenmistir). ATT ve 3-HPA

matriksleri ile spektrum alinamamigtir.

Sekil 5.19 ve 5.20'de B19’ un GMP ile yapmis oldugu kompleksler yer almaktadir.
B19 molekulinin GMP ile 1:1, 1:2 (okla gosterilmis), 2:1 (kare ile gosterilmig), 2:2

(yildiz ile gosterilmis) gibi farkl sekillerde kompleks olusturdugu izlenmistir.

K2 formundaki kompleksler tUm matrikslerle analiz edilebilmistir. Ayrica UMP
negatif iyonlasma modunda izlenebilirken B19 ile yapmis oldugu kompleks pozitif
iyonlagsma modunda elde edilmistir. B19 un UMP ile yapmig oldugu komplekslerde

THAP matriksi kullanilarak 3:3 etkilegtikleri izlenebilmistir.

Yapilan tum matriks denemeleri gbz 6nune alindiginda, B19, oligonukteotid ve
komplekslerin analizinde DHB matriksinin bundan sonraki analizlerde kullanilacak

ortak ve tek martiks olmasi gerektigine karar verilmigtir.

Sonug olarak B19 molekulu iki klor atomu kaybettikten sonra tim nukleotidlerle

etkilesime girmistir.

Farkli mol oranlarindaki kompleksleri yansitan B19-nukleotid etkilesimleri DHB
matriksi kullanilarak MALDI-TOF MS ile izlenmigtir.
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Sekil 5.18. CMP-B19 kompleksinin (A) CHCA, (B) DHB ve (C) THAP matriksleri

ile elde edilmis kutle spektrumlari (10 mM CMP:0.33 mM B19 esit hacim

karigiminda).
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elde edilmis kitle spektrumlari (10 mM GMP:0.33 mM B19 esit hacimde

karistiriimigtir).

Sekil 5.19. GMP-B19 kompleksinin (A) CHCA, (B) HPA ve (C )ATT matriksleri ile
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Sekil 5.20. GMP-B19 kompleksinin (A) DHB ve (B) THAP matriksleri ile elde
edilmig katle spektrumlari (10 mM GMP:0.33 mM B19 esit hacimde karigtiriimistir).

60



A

[K1T*

[K2]*
=
= [UK2]*
3
ocoEssnEsas
i i
&

Kitle (mvz)

0 B)

% Siddet
=

B [E]

h 0)

% Siddet

Kitle (mfz)

?
=
£
!
9

10 D)

. hy g
24
|
|
13 1 Y . AN, A
“ Kitle (mfz) “
uL..«uu_;\M_.LL_.\.___‘ .

300 1040 2520 3260 4000

Kitle (m/z)

Sekil 5.21. UMP-B19 kompleksinin (A) CHCA, (B) ATT, (C) DHB ve (D) THAP
matriksleri ile elde edilmis katle spektrumlari (10 mM GMP:0.33 mM B19 esit
hacimde karigtirilmigtir).
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Tum komplekslerin MALDI-TOF MS e ait izotopik kutle dagihmi ve teorik
spektrumlari ile deneysel sonuglar karsilastirmali olarak GK ve AK kompleksleri
icin Sekil 5.22'de, TK, CK ve UK kompleksleri igin Sekil 5.23 ‘de verilmigtir. Kutle
spektrumunda teorik olarak hesaplanan izotopik dagilimda negatif yUkIG
niikleotidler ile [B19-2CI]"* yiiklii molekiiliin etkilesimi ile olusan pozitif yiklii
kompleksin, herhangi bir H* transferine gerek olmadan, dogrudan iyonlastig
dusundlmustar. Teorik sonuglar ile deneysel sonuglarin uyumlu olmasi olugsan
kompleksin iyonlagsma seklinin énerildigi gibi oldugunu dogrulamaktadir. Kitle/yik
deg@erlerinde gorulen kaymalar cihazin kalibrasyonu sirasinda kullanilan yapinin
calisilan yapinin molekul agirhgr ile ayni olmamasindan kaynaklanmaktadir ve

kabul edilebilir sinirlar igerisindedir.
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Sekil 5.22. Komplekslere ait kutle spektrumlari. (A) GMP-B19 kompleksi (teorik),
(B) GMP-B19 kompleksinin (deneysel), (C) AMP-B19 kompleksinin (teorik) ve (D)
AMP-B19 kompleksi (deneysel).
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Sekil 5.23. Komplekslere ait kutle spektrumlari. (A) TMP-B19 kompleksi (teorik),

(B) TMP-B19 kompleksinin (deneysel), (C) CMP-B19 kompleksinin (teorik), (D)

CMP-B19 kompleksi (deneysel), (E) UMP-B19 kompleksinin (teorik) ve (F) UMP-
B19 kompleksi (deneysel)
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Yapilan MALDI-TOF MS analizleri sonucunda B19 ‘un tim baz birimleriyle
etkilestigi ve bu etkilesimin MALDI-TOF MS ile izlenebildigi gérilmustir. Kompleks
olusumunun B19 molekulin K2 formu Uzerinden gercgeklestigi tespit edilmis ve
bundan sonra B19 komplekslerinin “K” ile gosteriimesine karar verilmistir. Hlcre
ortamini taklit eden in vitro ortamlarda tum baz birimleri bir arada bulanacag: igin
B19 molekulunu, 5 nukleotidi ve komplekslerini en iyi sekilde analize olanak
saglayan matrikslerin DHB ve THAP, katle ayirrminin en iyi gergeklestigi matriksin

DHB oldugu tespit edilmistir.

En uygun matriks olarak DHB’nin secilmesi ve pozitif iyonlasma modunda dustk
lazer siddeti ile sinyal alinabilmesi Dohta ve arkadaslari [6] tarafindan Sisplatin-
olinUkleotid etkilesimi incelemek amacli yapilan ¢alismanin sonuglari ile benzerlik

gOstermektedir.

B19:nukleotid mol orani 1:30 olan c¢oOzeltiler 24 saat inkube edildikten sonra,
inkiibasyon ¢ozeltilerinin ESI-MS ile analizi sonrasi elde edilen spektrumlar Sekil
5.24’te verilmigtir. Beklenen kompleks iyonlarina ait sinyaller toplam iyon
kromatogramina ait tarama (scan) spektrumunda net izlenemedigi igin secimli iyon
modundaki (SIM) spektrumlar kullaniimistir. Yapilan calismalar sonucunda elde
edilen spektrumlar sentezlenmis olan B19 molekulinun antikanser ilag aday olma
sartlarindan en oOnemlisi olan DNA baz birimleriyle etkilesime girme sartlarini

sagladigini gostermistir.
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Sekil 5.24. B19-nukleotid komplekslerinin iyon secimli kitle spektrumlari. (A) AK,
(B) GK, (C) CK, (D) TK ve (E) UK.
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5.3.2. Ozgiin Etkilesimin Arastiriimasi

In vivo hdcre ortamini taklit etmek amaciyla, inkubasyon ortamina 5§ mM NaCl
ilave edilmis, mol orani 1:1 de sabit tutularak, 6zgun etkilesimlerin varlgi
incelenmigtir. Bu amagla 0.33 mM, 600 pyl MP fler ile 0.33 mM, 600 pl B19
molekull amonyum bikarbonat tampon ortaminda (pH: 7) 5 mM NaCl varliginda

inkUbe edilmistir. 3 saat ve 24 saat inkibasyon sureleri test edilmigtir.

Uc saat ve 24 saatlik 6rnekler incelendiginde inkibasyon slrelerinin olusan
komplekse belirgin bir etkisinin olmadigi gorulmustar. Sekil 5.25°te verilen tim
kUtle spektrumlarina bakildiginda m/z: 859 ve 872 degerlerinde pik gruplari
izlenmistir. Bu piklerin B19 molekulinin kutle spektrumunda bulunmasi, sentez
sirasinda olusan yan urdnlerin varligini géstermistir (DHB ve CHCA matrikslerinin
her ikisi ile de bu pikler izlenmigtir). Sekil 5.25A ‘da m/z:897 ‘de gorilen siddetli pik
grubu, GMP-B19 kompleksinin 1:1 inkibasyon mol oraninda olugabildigini
gOstermigstir. 5.25B'de 872 m/z dederinde gorilen pikin hemen yaninda omuz
yaparak dusuk ayiricilikta m/z 880 ‘de AK kompleksine ait pik goértlmustur. Diger
u¢ MP’nin 855-859 m/z degerinde kompleks olusum piki beklenmesi ve bu pik
grubunun B19 molekulunin kendi spektrumunda da var olmasi kompleksin
varhginin izlenmesini zorlastirmistir. Ancak 5.25D’de m/z 854°’te, TK kompleksinin
kitle degerinde ilave bir pik grubu gdézlemlenmistir. CK ve UK komplekslerinin
olusumunun belirlenebilmesi icin inkibasyona sokulan CMP ve UMP derisimlerinin
degisimi ile 855-859 m/z aralidindaki sinyal siddetinin degisiminin incelenmesi
gerektigi dusunudlmustir. Olusumu izlenen AK, GK ve TK kompleksleri igin de

derisim artigi-sinyal siddeti degigsiminin izlenmesi planlanmigtir.
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Sekil 5.25. B19 Molekulinin (A) GMP, (B) AMP, (C) CMP, (D) TMP ve (E) UMP
ile inkiibasyonu sonucu elde edilen kutle spektrumlari ( 1:1 mol oraninda, egit
hacimde karigtirilmiglardir. 37°C de, pH: 7, inklibasyon suresi: 3 saat. 5 mM

NaCl. Tampon : Amonyum bikarbonat).
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5.3.3. Tuz Etkisinin incelenmesi

B19-nlkleotid etkilesimlerini incelemek amaciyla gercgeklegtirilen; 10 mM MP’ler ile
0.33 mM B19 molekilinin, tuzsuz ortamda ve amonyum bikarbonat tamponunda,
37°C’de, inklbasyon oncesi pH ayarlanarak (pH:7) yuratilen ilk ¢alismada tim
nikleotidlerin B19 ile etkilesime girdigi tespit edilmisti. In vitro ¢alismalarda hlcre
ici ortami taklit eden bu analiz sartlarinda olumlu sonuglar alinmasi Uzerine, hicre
digi ortami temsil eden 100 mM NaCl ortaminda 6zgun etkilesim kompleks
olusumu incelendi. Bu amagla; 0.1mM, 600 ul MP’ler, 0.1 mM, 600 pl B19 (1:1
mol orani) 100 mM NaCl ve amonyum bikarbonat tampon ¢dzeltisi varhiginda, pH:
7’de inklbe edildi.

25 mM amonyum bikarbonat tamponu 100 mM, 250 mL NaCl c¢ozeltisinde
hazirlandi. inkiibasyon dncesi karisimlarin pH ayari 1M HNO3 kullanilarak yapildi
(Cizelge 5.2). Bes saat ve 32 saat’lik inkiibasyon serileri olusturuldu. inkiibasyon
basladiktan 5 saat sonra her bir inkiibasyon ¢dzeltisinden 30 ul alindi ve +4 °C ‘ye
birakildi. Geri kalan ¢ozeltinin inklibasyonlari devam ettirildi. Otuz iki saat sonra
tum ¢ozeltiler inklUbasyondan alindi.

Cizelge 5.2. Nukleotidlerin B19 ilavesi sonrasi pH degerleri ve HNO3; eklenerek
elde edilen pH degerleri ve olugsmasi beklenen komplekslerin kutle degerleri.

Bilesenler | pH Karisimin HNO3 Beklenen
pH sonrasi pH m/z (Da)
AMP 8.06 | AK | 8.91 7.05 AK | 880
GMP 8.08 | GK | 8.72 7.02 GK | 896
CMP 781 | CK | 891 7.07 CK | 856
TMP 8.76 TK | 8.88 7.06 TK | 855
UMP 8.14 UK | 8.94 7.04 UK | 857
B19 7.35 - -
Saf Su 7.22
Tampon 8.92

MALDI-TOF MS sisteminde CHCA ve DHB matriksleri kullanilarak inkibasyon
sonrasi ¢Ozeltilerin analizleri gergeklestiriimistir. CHCA matriksi kullanilarak 5 saat
inkbasyon oOrnekleri incelenmis ve iyi sonu¢ alinamadigi igin, 32 saatlik
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inkiibasyon c¢ozeltileri CHCA matriksi ile analiz edilmemistir (spektrumlar
g6steriimemistir). ileri caligmalarin timinde yalnizca DHB matriksi ile analizler
gerceklestiriimistir. Cizelge 5.2’de, nukleotid-B19 komplekslerinin hesaplanan m/z
deg@erleri verilmistir. YUrutulen inkubasyonlarda sadece ¢ok az miktarda AK
kompleksi olusurken (Sekil 5.26 A) diger nukleotid-B19 inklbasyon
cOzeltilerinden beklenilen m/z degerlerinde sinyal alinamamis olmasi B19 ile
etkilesime girmediklerini gostermektedir. AK kompleksinin 881 m/z ‘de sinyal
vermesi olusan kompleksinin protone olmadan ([AK]" = 881) izlenebildigini ve
olusan kompleksin pozitif yUkli oldugunu gdstermistir. Ayrica 5 saatten fazla

inkiibasyon suresinin kompleks olusumuna bir etkisi olmadigi gorulmustar.

Sonug olarak, in vitro ¢alismalarda, hiicre digi ortam sartlarinda, yalnizca AMP’nin
B19 molekull ile 6zguin olarak etkilesime girdigi tespit edilmistir. 896-899 kutle
bolgesinde, tum nukleotid inkUbasyonlarindan elde edilen, kirlilik kaynakli oldugu
dusundlen pik grubu nedeniyle GK kompleksinin bu ortamda olusup olusmadigina

dair net bir tespit yapilamamistir.
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Sekil 5.26. B19 Molekulinun (A) AMP , (B) GMP, (C)CMP, (D)TMP, (E)UMP ile
inkibasyonu sonucu elde edilen MALDI-TOF MS spektrumu (1:1 mol oraninda,
esit hacimde, 37°C de , pH: 7, inklibasyon suresi: 5 saat ).
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5.3.4.Tampon Segimi (in vitro, Hiicre igi Ortam)

Ozgiin etkilesim ve tuz etkisinin arastirildigi, 5.3.2 ve 5.3.3. bolimlerde izlenilen ve
kompleks ile ayni m/z degerinde sinyal veren safsizliklarin tamponla baskilanip
baskilanamayacagini gérmek amaciyla, kitle spektrometrik sistemlerle uyumlu
olan amonyum asetat tamponu ile inkiibasyon setleri olusturulmustur. Bu amagla;
10 mM amonyum asetat tamponu hazirlanmistir (0.199g amonyum asetat/ 250 mL
suda ). Bu tampona 10 mM NaCl igerecek sekilde NaCl ilavesi yapiimigtir. pH:7.14

olarak olgulmustur.

0.33 mM B19 c¢ozeltisinden 0.25 mM B19 ¢ozeltisi hazirlanmig, seyreltme su ile
yapilmigtir. 10 ve 5 mM MP stoklarindan 0.25 mM c¢ozeltiler hazirlanmis,
seyreltmeler hazirlanmis olan amonyum asetat tamponu ile yapilmistir. Bilesenler
karistirildiktan sonra pH’lari dlgtimistur. Olgiilen pH degerlerinin kabul edilebilirligi
g6z o6ndnde bulundurulmus ve pH ayari yapilmadan, dogrudan inklUbasyona
birakilmistir.

Cizelge 5.3 Nukleotidlerin B19 ilavesi sonrasi pH degerleri ve olugsmasi beklenen
komplekslerin kutle degerleri.

Kompleks pH Beklenen
m/z (Da)

AK 6.15 AK | 880
GK 6.57 GK | 896
CK 6.26 CK | 856
TK 6.69 TK | 855
UK 6.22 UK | 857

Kullanilan tamponlarin inkibasyon Uzerine etkisini izlemek amaciyla olusan
komplekslerin spektrumlari karsilastiriimistir. Sekil 5.27’de AMP-B19 kompleksinin
her iki tampon ortamindaki davraniglari verilmistir. ~ Amonyum bikarbonat
kullanildigi duruma ait spektrumda kirlilik pikleri yogun olarak goértulmuasttr. 857 m/z
degerinin bulundugu bdlgede izlenen pik grubunun amonyum asetat kullanildigi
durumda siddetinin belirgin sekilde azaldigi ve 880 m/z degerinin bulundugu pik
grubunun ayiriciiginin  arttigr izlenmistir.  Tum nukleotid-B19 kompleksleri

incelenmis (veri gosteriimemigstir) ve hem kitle spektrumunda ylksek ayiricilik
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elde etmek hem de istenmeyen pikleri baskilamak igin inklibasyon ortami pH’sinin
amonyum asetat ile ayarlanmasinin uygun olacagina karar verilmigtir. Bundan

sonra yuarutulen tim inkibasyonlarda amonyum asetat tamponu kullaniimigtir.
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Sekil 5.27. B19-AMP kompleksine ait MALDI-TOF MS spektrumu; (A) 25 mM
amonyum bikarbonat tamponu,1:1 mol orani, (B)10 mM amonyum asetat
tamponu, 10 mM NacCl , (C) 25 mM amonyum bikarbonat tamponu, (D) 10 mM
amonyum asetat tamponu,1:1 mol orani.
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Uygun tampon secimi calismalarinda, B19-MP komplekslerinin 12 saatlik
inkibasyon c¢ozeltilerine ait MALDI-TOF MS analizi sonucunda alinmis kutle
spektrumlari AK, GK komplekslerinin olustugunu gostermistir. TK kompleksinin
olusumuna dair belirtiler Sekil 5.28'de soru isareti bulunan bdlge ile isaretlenmisgtir.
CK ve UK kompleksleri igin bolim 5.3.2’de bahsedilen, farkh nukleotid
konsantrasyonlarinda belirtilen inkubasyonlarin yapilmasi gerekliligi kesinlik

kazanmigtir.
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Sekil 5.28. B19-MP Kompleksleri. (A) AMP, (B) GMP, (C) CMP, (D) TMP ve (E)
UMP ile B19'un inkubasyonu sonucu elde edilen MALDI-TOF MS spektrumlari (10
mM amonyum asetat tamponda,1:1 mol orani, 10 mM NaCl varlidinda).
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5.3.5. Yarigmal inkiibasyon
In vitro ortamda, DNA / RNA zinciri Uzerinde tim oligonUkleotidler bir arada
bulundugundan, karisim ortamindaki oligonikleotidlerden hangisinin B19 ‘a

ilgisinin fazla oldugunun izlemesinin faydali olacagi dustunutlmustar.

Bu amagla; 0.25 mM, 40’ar yl MP; 0.25 mM, 40 pl B19 ile kanistiriimis, pH: 6.21
olarak olgulip ayarlama yapilmadan, 37°C de, 24 saat inkibasyona birakilmistir.
Bolim 5.3.4’tekine benzer olusumlar izlenmigtir. GMP (897 m/z’ de pik grubu) ve
AMP’nin ( 881 m/z) kompleks olusumunda etkili oldugu goérilmastir (Sekil 5.29).
TK, CK ve UK komplekslerinin varligi, komplekslerle ayni bolgede gorulen kirlilik
pikleri nedeniyle net olarak tespit edilememistir (soru isaretli bolge). AMP ve GMP
lerin yarismali ortamda B19 ile kompleks yapma onceliginin LC-MS/MS ile

belirlenmesi kararlagtiriimigtir.

Angelika ve ark. tarafindan vyapillan c¢alismada KP, cis-diamin(2-
hidroksimalonato)platin(Il) ve cis-diamin(malonato)platin(ll) molekdllerinin
monofosfatlarla hem tek tek hem de yarismali inkibasyon sonrasinda etkilesimi
'H-NMR ile incelenmistir. TMP ve CMP ile etkilesime girmedikleri gorilmistir.
Cisplatin turevi olan bu molekullerin s6z konusu bu davranisi, cisplatinin-CMP
baglanmasinin yalnizca ortamda baska bir hedef molekll olmadigi durumda
izlendigi ya da fazla miktarda ila¢ varken gerceklesebildigini desteklemistir [176].
Ayrica CDDP’nin TMP ile etkilesimi icin N3 Uzerinden deprotone olmasi gerekliligi
ve bu durumun fizyolojik sartlarda saglanmadigi bu 3 yapinin etkilesmemesini

anlaml kilmigtir [176].

GMP ve AMP ile etkilesiminin digerler oligonlkleotidler ile olan etkilesimlerden hizl
olmasi, TMP, UMP ve CMP ile etkilesiminin yavas da olsa tayin edilebilir dlgctide
kompleks olusturmasi, [B19-2Cl]** yapisinin bisbenzimidazol dikatyonlarda oldugu
gibi [174] farkli etkilesim bdlgelerinden DNA'ya baglanabilecegini dusundurmuastur
[175]. Analizde kullanilan MALDI-TOF MS tekniginin yukarida belirtilen
calismalarda kullanilan tekniklerden daha hassas olmasi TK, CK ve UK

komplekslerinin tespit edilmesinde dnemli rol oynadigi dusunulmustar.
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Sekil 5.29. A)1:1 mol oraninda ve esit hacimde; Monofosfat karigimi-B19
inkibasyonu sonucu elde edilen MALDI-TOF MS spektrumu, (B) Genigletilmis
kutle spektrumu.



5.3.6 Kompleks Olusumunun Stokiyometrik incelenmesi

Yapilan seri deneylerin sonunda AMP ve GMP komplekslerinin varligi net olarak
izlenebilmis ancak CMP, TMP ve UMP-B19 komplekslerinin kutlelerinin
bulundugu bdlgede tum nukleotid-B19 spektrumlarinda net olarak kompleks
olusumu gosteren veriler elde edilememistir. Bu nedenle kompleks olusup
olusmadigini izlemek igin ayri ayri 6 saat inkubasyona birakilan nukleotid:B19
karisiminin mol oranlari degisiminin kutle spektrumuna etkisi izlenmistir. B19 mol
sayisi sabit tutularak 1’den 30’a kadar artan mol oraninda nuikleotidlerin herbiri ile
ayri ayri B19, alti saatlik surelerle inkibasyona birakiimistir. 10 mM oligonukleotid
stoklarindan amonyum asetat kullanilarak gerekli seyreltmeler yapiimis ve Cizelge
5.4’te belirtilen derisimlerde nikleotid ¢ozeltileri hazirlanmigtir.

Cizelge 5.4. Kompleks Olusumunun Stokiyometrik incelenmesi amaciyla
InkUbasyona sokulan bilesenler ve derigimleri

[B19]; (mM), 100 uL [niikleotid]; (mM), 100 L
0.02 0.02
0.02 0.10
0.02 0.20
0.02 0.40
0.02 0.60

GK kompleksinin olusumu 1:1 mol oranindan itibaren hem lineer hem de reflektron
modunda izlenebilmistir (Sekil 5.30). Kompleks olusumunun istenilen dizeyde
olmasi igin GMP mol sayisinin B19 molekilinin mol sayisinin 10 kati olmasi
gerektigi saptanmistir (Sekil 5.30C). Daha fazla GMP bulunmasinin kompleks
olusumuna belirgin bir etkisi izlenmemistir. 1:20 mol oranli inkiibasyon ¢ozeltisinin
anlik etkilesim sonrasi elde edilen kutle spektrumu Sekil 5.33’de verilmistir. Bu mol

orani ile oda sicakliginda ve aninda molekullerin etkilesime girdigi gozlenmistir.
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CK kompleksinin olugsumu ise 1:10 mol oranindan itibaren m/z = 857 Da daki pik
grubunun varhgr ve 1:20 mol oranina ulasildiginda s6z konusu kutledeki sinyalin
siddetinin artmasi ile tespit edilmistir. Reflektron modunda elde edilen spektrumlar
incelendiginde mol orani < 1:10° da MALDI-TOF MS ile kompleks izlenememistir
(5.32). Lineer modda 1:30 mol orani ile 1:20 mol oraninda elde edilen sinyal
siddetlerinde artis g6zlenmemesi, 1:20 mol oraninin maksimum baglanma igin

yeterli oldugunu gostermistir (Sekil 5.31 B).
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Sekil 5.30. B19 molekulinin mol sayisi sabit tutularak 1’den 30’a kadar artan mol
oraninda GMP ile yapmis oldugu kompleksin MALDI-TOF MS spektrumlari.
(A)GK,1:1mol, (B) GK,1:5mol, (C) GK,1:10mol, (D) GK,1:20mol, (E)
GK,1:30mol
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Sekil 5.31. B19 molekulunin mol sayisi sabit tutularak 1’den 30’a kadar artan mol

oraninda CMP ile yapmis oldugu kompleksin MALDI-TOF MS spektrumlari.

(A) CK, 1:1mol (B) CK,1:5 mol, (C) CK,1:10 mol, (D) CK, 1:20 mol,

(E) CK, 1:30 mol
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Sekil 5.32. B19 molekulunin mol sayisi sabit tutularak 10’dan 30’a kadar artan
mol oraninda CMP ile yapmis oldugu kompleksin reflektron modunda elde edilmis
MALDI-TOF MS spektrumlari. (A) CK,1:30 mol, (B) CK, 1:20 mol,

(C) CK, 1:10 mol
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Sekil 5.33. Mol orani 1:20 ve anlik karistirilma sonrasi olusan B19 —-GMP

k

ompleksinin lineer ve reflektron modunda elde edilmis MALDI-TOF MS
spektrumlari.
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Sekil 5.34° de AMP’nin B19 molekull ile yaptigi kompleksin, inkibasyon mol
oranina baglhhgini yansitan spektrumlar verilmigtir. 1:1 mol oranh inkibasyonda
[AK]" kompleksine ait olan pik izlenememistir. 1:5 mol oraninda disiik siddette ve
zayif ayirnmla izlenebilmistir. Kompleks olusumu igin 1:5 oran lineer modda yeterli
gibi gorllse de reflektron modunda minunum 1:10 mol oraninda spektrum elde
edilebilmistir. Lineer modda en yuksek pik siddeti 1:20 mol oraninda elde
edilmistir. Ayrica reflektron modunda da en siddetli pik, 1:20 de elde edilmistir
(Sekil 5.37). Bu nedenle kompleks olusumu i¢in minimum ve optimum oranlar
sirastyla 1:5 ve 1:20 olarak tespit edilmistir. Ozglin etkilesimlerin arastirildig
bolim 5.3.27de AMP ile 1:1 mol oraninda, amonyum bikarbonat tamponu
varliginda, 3 saat inkibasyon sonrasi B19’un kompleks yaptidi belirlenmisti ancak
amonyum asetat ile yapilan bu son c¢alismada, 6 saatin sonunda kompleks
olusumu izlenmemesi, bdolim 5.3.2.de izlenen durumun Kkirlilik olabilecegini

dusundurmasgtar.

Diger taraftan lineer modda 1:5 mol oranlarinda komplekslerin gézlenip reflektron
modda ayni mol oraninda gdézlenmemesi komplekslerin gaz fazinda kararsiz
oldugunu bir baska deyigsle kompleks kararlilik sabitlerinin dusuk oldugunu
goOstermektedir (Bunun nedeni, reflektron modda iyonlarin ugus surelerinin daha

uzun olmasidir).

TK kompleksinin olusumu lineer mod ile 1:5 mol oraninda dusuk siddette
izlenebilmistir (Sekil 5.35) ancak reflektron modunda kompleks olusumu minumum
1:20 mol oraninda elde edilmistir (Sekil 5.37). Optimum kompleks olusumu ise
1:30 mol oraninda izlenmistir. Bu nedenle kompleks olusumu igin minimum ve

optimum oranlar sirasiyla 1:5 ve 1:30 olarak tespit edilmigtir.

UK kompleksinin olugsumu lineer mod ile 1:5 mol oraninda dusuk siddette
izlenebilmistir ancak reflektron modda kompleks olusumu minumum 1:30 mol
oraninda elde edilmistir (Sekil 5.37). Optimum kompleks olusumu ise yine 1:30

mol oraninda izlenmistir (Sekil 5.36).

Sonug olarak B19 ile 6zgun etkilesime giren ve 1:1 mol oranindan itibaren
kompleks yapabilen nikleotidin GMP oldugu tepsit edilmistir. Ardindan AMP sonra
TMP ve UMP geldigi belirlenmistir. Minimum etkilesimin ise CMP ile oldugu bu

calismada kuitle spektrometrik olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.34. B19 molekulinin mol sayisi sabit tutularak 1’den 30’a kadar artan mol
oraninda AMP ile yapmis oldugu kompleksin MALDI-TOF MS spektrumlari
(A) AK, 1:1 mol, (B) AK, 1:5 mol, (C) AK, 1:10 mol, (D) AK, 1:20 mol,
(E) AK, 1:30 mol
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Sekil 5.35. B19 molekulinin mol sayisi sabit tutularak 1’den 30’a kadar artan mol

oraninda TMP ile yapmig oldugu kompleksin MALDI-TOF MS spektrumlari
(A)TK, 1:1 mol orani, (B) TK,1:5 mol orani, (C) TK, 1:10 mol orani,
(B) (D) TK, 1:20 mol orani, (E) TK, 1:30 mol orani.
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Sekil 5.36. B19 molekulunin mol sayisi sabit tutularak 1’den 30’a kadar artan mol
oraninda UMP ile yapmig oldugu kompleksin MALDI-TOF MS spektrumlari
(A)UK,1:1 mol, (B) UK,1:5 mol, (C) UK, 1:10 mol, (D) UK, 1:20 mol,

(E) UK,1:30 mol orani.
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Sekil 5.37. B19 molekull ile yaptigi kompleksin reflektron modunda izlenebildigi
minimum mol oranlarina ait MALDI-TOF MS spektrumlari (A) AK,1:10 mol,
(B) TK, 1:20 mol, (C) UK, 1:30 mol orani.
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5.3.7. Kompleks Olusumu-inkiibasyon Siiresi iligkisi

Bu calismada, B19-nukleotid etkilesimleri icin c¢esitli inkUbasyon sureleri
denenmigtir. 1:1 mol oranh; 3-24 saatlik ve 5-32 saatlik inkibasyonlara ait
spektrumlar kendi iclerinde karsilastiriimis ve inklibasyon slresinin kompleks
olusumuna belirgin bir etkisi olmadigi gorulmustir. GK ve TK komplekslerinin
inkiibasyon sureleri arasindaki zaman farki daha kisa tutularak, zamanin
kompleks olusumuna etkisi kisa zaman araliklariyla irdelenmigtir. Bu amagla
asagida Dbelirtilen c¢ozeltiler hazirlanmig ve inkubasyona birakilmistir. TK
kompleksinin olusumunun mol oranina baghligi géz o6nunde bulundurulmus,
B19:oligonukotid orani 1:40 seklinde inkibasyonlar hazirlanmistir.

0.25 mM B19; 10 mM GMP ile esit hacimde ve 0:25 mM B19; 10 mM TMP ile esit
hacimde karistirilarak inkbasyona birakiimigtir.

Ayrica B19 molekilinun her bir nukleotide mol orani 1:20 olacak sekilde bir

nakleotid karisimi hazirlanmis ve B19 ile inktbe edilmistir.

Sekil 5.38’deki spektrumlar incelendiginde GK kompleksinin, bilesenlerin biraraya
gelmesiile < 2 dk igerisinde olustugu ve olusan kompleksin bagil olarak siddetinin
zamana bagh olarak azaldigi gorulmugtur. Olugan kompleksin 7 saat sonunda

izlenebiliyor olmasi kompleksin kararliligini gostermektedir.

Kararli ve reflektron modunda izlenebilir TK kompleksinin olusmasi i¢in bes saatlik

inkiibasyon stiresinin gerekliligi Sekil 5.39'da gdsterilmistir.

Fizyolojik sartlarda inklibasyon gerceklestrimesi ve TMP’nin sisplatin ile bu
sartlarda N3 atomu uzerinden etkilesemediginin bilinmesi, B19 molekulin TMP’ye
farkh bir bélgeden baglanmis olabilecegini distindirmustdr.

Sekil 5.40'da tum nUkleotidlerin birarada bulundugu, yarismali baglanma
davranisinin izlenebilecegi inkibasyon ortamindaki davraniglari gosterilmistir. GK
ve AK komplekslerin karsilastirildiktan hemen sonra, oda sartlarinda dahi
etkilesime girdikleri tespit edilmistir. Bes saatlik inkiibasyona ait spektrumda m/z
853-858 degerlerinde pik grubunun goérilmesi TMP-B19 kompleksinin zamana
bagll olusumu deneyinin sonuglari ile uyum igerisindedir. Bu pik grubunda TMP-

B19 kompleksine ait piklerin yanisira, CK ve UK piklerinin de katkida bulundugu
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dusunulmustur. Farkli komplekslerin bu pik grubuna katkisinin anlagilabilmesi igin,
MALDI-TOF MS analizinden once komplekslerin uygun ayirma teknikleri ile
ayrilmasi gerekmektedir. Cisplatin ve nukleotid monofosfatlarla yapilan yarigmali
inkiibasyon ¢ozeltilerinin kapiler elektroforez ile analiz edildigi bir calismada GMP
ve AMP baglanmasi kantitatif olarak izlenebilmis ancak TMP ve CMP baglanmasi
tespit edilmemigtir. Ayni ¢alismada inkibasyon tamamlandiktan sonra (42 saat)

ortamda hala GMP’nin % 22’sinin serbest halde bulundugu izlenmigtir [168].

87



— [GK]+ E'I.Sﬁ.l]"I
A l\‘ ll.
2.6x104
B)
3.0x104
C)
5 L‘
3
ke
r TN Ld s
3438
D)
e LM_. o
8384
E)
,_____.u,\u._—__,lh
850 868 886 904 922 940

Kitle (m/z)

Sekil 5.38. B19 molekulinin GMP ile yaptigi kompleksin (GK) inkibasyon
suresine bagl olarak (1:20 mol oraninda) reflektron modunda elde edilmis MALDI-
TOF MS spektrumlar (A) anlik, (B) 1 saat, (C) 3saat, (D) 5 saat, (E) 7 saat
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Sekil 5.39. B19 molekulinin TMP ile yaptidi kompleksin (TK) inkibasyon
suresine bagh olarak (1:20 mol oraninda) reflektron modunda elde edilmis

spektrumlar. inkiibasyon siiresi; (A) anlik, (B) 1 saat, (C) 3saat, (D) 5 saat,

(E) 7 saat
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Sekil 5.40. B19 molekulinin MP-karisim ile yaptigi komplekslerin inkiibasyon
suresine bagl olarak (1:20 mol oraninda) linear modda elde edilmis MALDI-TOF
MS spektrumlari (A) anlik, (B) 1 saat, (C) 3saat, (D) 5 saat, (E) 7 saat
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Sekil 5.41. B19 molekulinin MP-karisim ile yaptigi komplekslerin inkiibasyon
suresine bagli olarak (1:20 mol oraninda) reflektron modunda elde edilmis MALDI-
TOF MS spektrumlari; (A) anlik, (B) 1 saat, (C) 3saat,

(D) 5 saat, (E) 7 saat
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5.3.8. inkl'jba__syon Suresi ve Mol Oraninin Olusan B19-Nukleotid
Kompleksleri Uzerine Etkisinin ESI-Q-TOF-MS ile Incelenmesi

B19 molekulintn farkh derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanmistir. LC sistemi ESI-TOF-
MS sistemine kolonsuz baglanarak (infizyon pompasindan surekli 6rnek vererek)

analizler yapiimigtir.

Sekil 5.42°de B19 molekulinin 0.0025 - 0.2 mM derisim araligindaki kalibrasyon
egrisi verilmistir (R% 0,99). B19-MP-1-1-4s, B19-MP-1-1-24s, B19-MP-1-20-4s,
B19-MP-1-20-24s ve B19-karisim-1-20-4s, B19-karisim-1-20-24s inktubasyonlari
degerlendirilmigtir (Ek-1, Cizelge 1). Nukleotidlerin dimer olusumu nedeniyle temel
iyonlarindaki azalmalarin incelen sonugclari etkileyecegi dusinulerek, yalnizca B19
molekuline ait ekstrakte edilmis iyon kromatogramina ait pik alani degerinin
inkiibasyon oOncesi ve sonrasi verdigi sinyal dogrultusunda degerlendirme

yapilmigtir.

GMP disinda, doért saatlik inkibasyon sonrasi hem 1:1 hem de 1:20 mol
oranindaki inkibasyonlarda diger nukleotidlerin miktarinda degisim olmamasi, dort
saatlik inkibasyon suresinin yalnizca B19-GMP kompleksinin olusumu igin yeterli
oldugunu gostermistir. inkiibasyon siiresine bagli olusumlari incelenen GK ve TK
kompleksleri i¢in bu durum MALDI-TOF MS verileri ile uyumludur. Mol oraninin
1:20 oldugu inklibasyonlarda MALDI-TOF MS ile AK2 kompleksinin anlik
etkilesimde tespit edilebilmesi ancak ESI-MS ile tayin edilememesi, AK2
kompleksinin izlenmesinde MALDI-TOF MS tekniginin tercih edilmesi gerektigini

gOstermisgtir.

Nukleotidlerin her birinin ve B19 molekuliunin son derisimi sirasiyla 0.2 mM ve
0.01 mM olacak sekilde hazirlanan B19-MP-karisim-1-20-24s inkibasyonu sonucu
elde edilen, ekstrakte edilmis iyon kromatogramina ait pik alani karsilastirmasi
Sekil 5.43'te verilmistir. 857-858-859 m/z degerleri sirasiyla TMP, CMP ve UMP’
nin B19 molekili (535) ile yapmis oldugu kompleksi gostermektedir. izotopik
dagihm nedeniyle bu iyonlarin her U¢ yapida da bulunmasi kromatogramlarini
guclendirmigtir (Sekil 5.43). Reaksiyona girmeden kalan nukleotid degerlerine
bakildiginda, kalibrasyon egrisi kullanilarak yapilan hesaplamalar B19 ile yapilan
(1:20 mol oranindaki, 24 saat), birebir ve karigim inklibasyonlarinda, etkilesime
girme oraninin GMP>AMP>CMP=TMP=UMP oldugunu gdstermistir. Bu durum

MALDI-TOF MS verileri ile uyumludur.
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B19-MP-karigim-1-20-24s inkibasyonuna ait ESI-MS spektrumuna bakildiginda,
iyon siddetinin ¢ok dusuk oldugu izlenmistir. Bu durum nukleotid-B19 kompleksinin
ESI ile iyonlagsma veriminin dislUk oldugunu gdstermistir. MALDI-TOF MS ile
yapilan analizlerde 1:10 mol oranina, alti saatlik inkiibasyonlarda GMP, AMP,
CMP yapilarinin B19 ile yapmis oldugu kompleksler lineer modda izlenebilmistir.

Sonugclardaki bu farkhhgin iki temel nedeni olabilecegi 6n gorulmustir:
1. MALDI-TOF MS’de lazer enerjisinin etkisiyle gaz fazinda kompleks olusumu

2. ESliyonlagma yonteminin s6z konusu komplekslerin iyonlagsmasina uygun
olmamasi
inkiibasyon suiresi ve mol oranlari degistikge olusan komplekslerin izlenebilirligi

ve sgiddetlerinin de degismesi 1. durum 0ongorusunun gegersiz oldugunu
dusundurmausgtdr.

1.0{ y=5.88.10%x-1.65.10°
R2=0.99
0.8,
S0.61
b
w
>
£04|
wn
0.2 4
0 “
0.002 0.005 0.008 0.011 0.014 0.017 0.020

Derigsim (mM)

Sekil 5.42. B19 molekulunun (0.002-0.0200) mM derisim araligindaki kalibrasyon
egrisi
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Sekil 5.43. (A) B19-karisim-1-20-24H inkUbasyonuna ait ekstrakte edilmis iyon
kromatogrami, (B) A’da verilen kromatograma ait ESI-MS spektrumu.
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5.4. GSH Peptidi-B19 Etkilesimi

Hucrelerin sisplatine direng gostermek amaciyla tiyollerinin seviyesini artirdigi ve
bu tiyollerin sisplatini inaktif hale getirdigi bilinmektedir. Hiicrede en ¢ok bulunan
tiol olan GSH (Ci1oH17N306S) molekllinin hicre igi konsantrasyonu 0.5-10
mM’dir. Platin ile kompleks olusturma egilimi yiksek olan S donor, 3 aminoasitli bir
peptiddir (Sekil 5.44 ) [73,178]. GSH seviyesindeki artisin farkl kanser hicre
hatlari Uzerindeki etkilerine yonelik yapilan c¢alismalarda, GSH seviyesindeki
artisin hicre direncini olusturan faktoérlerin arasinda bulundugu ancak bu durumun
mutlak gereklilik olmadigr belirtiimigtir [179,180]. GSH ile etkilesen ilacin
aktivitesini yitirmesi, DNA’'ya ulasan ila¢ miktari bakimindan énem tasimaktadir.
Antikanser etkinligi test edilen ilaglarin GSH ile etkilesimi incelenmistir [182]. Bu
nedenle B19 molekllinin GSH ile etkilesimi bu tez kapsaminda 06nem

tasimaktadir.

Literatirde GSH analizine yodnelik yapilan ilk c¢alismalarda, spektrofotometre,
florimetre ve HPLC kullanilmistir [184-186]. ilerleyen senelerde EC [24, 187] ,
HPLC [188], 'H-NMR [189], GC-MS [188] ve LC-MS [190,191] teknikleri
kullaniimistir.Yakin gegmiste, GSH molekulinin dogrudan MALDI-MS ile analiz
edilemedigi, mikro dizeyde tlrevlendirme yapildiktan sonra CHCA matriksi ile
analiz edilebildigi belirtiimistir [177]. Daha sonra yapilan ¢calismalarda altin nano
partiktller GSH ile karigstirildiktan sonra Grafenin matriks olarak kullaniimasi
durumunda MALDI-MS ile dogrudan analiz edilebilmistir [192]. Yapilan diger bir
calismada ise GSH molekuld, herhangi bir pargalanma ve indirgenmeye

ugramadan DHB ve CHCA matriksleri ile dogrudan analiz edilebilmistir [183].

Bu tez kapsaminda DHB matriksi ile alinan MALDI-TOF MS spektrumu Sekil
5.45'de verilmistir. Molekul agirhgr 307.08 g/mol olarak bilinen GSH molekulinin
[M+H]" seklinde protone olarak (m/z: 308 Da) iyonlastigi gortimustir. Ayrica

potasyum katilmasi ile olusan, m/z 346’da iyon sinyali alinmigtir.

NH2 O

HO OH
I S
O

o O

Sekil 5.44. GSH molekulinin kimyasal yapisi (C1oH17N306S)
95



100
90
80
670
250
<50

[GSH+H]*

- —

A

[GSH+K]
[GSH+Nal*

~

w

\308

T
[GSH+H]* [GSH+K]*

N

346

330

[GSH+Na]'g_

iy

Ml

G3|00

30 320 Kiile (mz) 3% U 350
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GSH molekulinin literatirde hicre igi konsantrasyonu yaklasik 16 mM olarak
verilmigtir. Platin ile etkilesimi test edilen bu yapinin kullanilan ila¢ adaylari ile
molarite orani 32 pM:16 mM, ilac:GSH seklindedir. Bu ¢alismada, hem B19
molekulu ile etkilesiminin 6zgunligunu gormek hem de in vitro ortami taklit
etmesini saglamak amaciyla iki farkh derisim oraninda inkibasyon setleri
dizenlenmigtir. 16 mM GSH stok ¢oOzeltisi 4.9 mg/mL su olarak ve 1 mM B19
stogundan tampon ile seyreltme yaparak 32 uM B19 ¢ozeltileri hazirlanmistir.

GSH-B19 (1) seklinde adlandirilan 1.set calismada; 32 pyM B19 (tamponda)
cOzeltisi esit hacimdeki 16mM GSH (suda, literatlr) ¢cozeltisi ile inkibe edilmistir
(pH:6.21).

GSH-B19 (2) seklinde adlandirilan 2.set ¢alismada; 0.25 mM b19 (tamponda)
cOzeltisi esit hacimdeki 0.25mM GSH (suda) ¢ozeltisi ile inkibe edilmistir. Tez
kapsaminda nukleotidler ile yapilan son c¢aligmalarda derisim olarak, 0.25 mM

madde ile ¢alisildigi icin bu deger kullanmistir (pH:3.65).

3, 10, 20 ve 30. dakikalarda ve 1. ile 24. saatin sonunda her iki drnekten de
MALDI-TOF MS analizleri i¢in 75 pL alindi. Her 2 set mol derisimi icin kompleks

olusumu ilk olarak 3 dakikanin sonunda gozlenebilmigtir.

1. set inkibasyona ait kutle spektrumlari Sekil 5.46’da verilmistir. GSH-B19
kompleksinin hesaplanan kutle degeri olan 841 m/z degerinde siddetli pik
gorulmustur. Bu durum olusan katyonik kompleksin varligini gostermistir. 3 dakika
- 24 saatlik spektrumlar kargilastirildiginda inkUbasyon suresinin  kompleks
olusumuna belirtilen zaman dilimleri araliginda bir etkisi olmadigi tespit edilmigtir.
Bu sonuglar literatlrde cisplatin ve analoglarinin GSH ile etkilesiminin ¢ok hizli
gerceklestigine yonelik Dbilgilerle benzerlik gostermektedir. Ote yandan,
inkUbasyona birakilan B19 miktari GSH molekile nazaran neredeyse 1000 kat az
olmasina ragmen ortamda hala etkilesime girmemis B19 (m/z: 535 ve 570) ve
GSH (m/z: 308) varligi, s6z konusu bu iki molekulin etkilesimlerinin sisplatin-GSH
etkilesimlerine kiyasla zayif oldugunu goéstermistir (Sekil 5.46). Ayrica 1682 m/z
‘de B19-GSH kompleksinin dimer olugumu izlenmistir (yildiz ile gésterilmistir).

2. set inklbasyona ait kitle spektrumlari Sekil 5.47°de verilmigtir. GSH-B19
kompleksine ait pikin siddetinin B19 molekuline ait piklerin siddetine orani, esit

molaritede inkibasyona birakilmis 6Orneklerde zamana bagll olarak degisim
97



gosterdigi izlenmistir. Serbest halde bulunan B19’a ait pik sinyalleri 3 dakikalik

inkbasyonda minimum iken inklibasyon suresi uzadikgca B19’ a ait piklerin

siddetinde artis oldugu goézlenmistir. Bu durum olusan B19-GSH kompleksinin

zamanla bozuldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.46. B19-GSH (1) ‘in MALDI-TOF MS spektrumlari (A) inkibasyon suresi 3
dk, (B) inkibasyon slresi 24 saat ( B19-GSH kompleksinin dimer olugsumu
izlenmigtir ve yildiz ile gosterilmigtir).
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Sekil 5.47. B19-GSH (2) ‘in MALDI-TOF MS spektrumlari (A) inkiibasyon suresi 3
dk, (B) inkibasyon suresi 24 saat ( B19-GSH kompleksinin dimer olugsumu

izlenmigtir ve yildiz ile gosterilmigtir).
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5.5. Oligoniikleotid-B19 Etkilesimi

Tutkun ve ark. tarafindan yapilan son galismada, UV titrasyonunda (Ek-1, Sekil 1)
platin kompleksi Uzerine artan miktarda DNA eklenmesiyle kompleksin
absorbsiyon spektrumunda olusan degisim gozlenmigti. DNA eklendikge
absorbsiyonda dusis gozlenmistir. Dusus sabitleninceye kadar DNA eklenmis
kompleksin absorbansinda goérulen yaklasik %40’k azalma (hipokromik etki)
molekulin DNA baz ¢iftleri arasina interkalasyon yapmasi olarak
degerlendirilmistir [166]. UV titrasyonu caligsmasi ile elde edilen bu sonuglar B19
molekulinin DNA’ya baglandigi gostermistir. DNA ile etkilesimin baz dizilimine
baghhgini incelemek amaciyla farkh baz dizilimindeki oligonukleotidler ile B19
moleklll inkiibe edilmis ve kompleks olusumu MALDI-TOF MS sisteminde tayin

edilmistir.

5.5.1. Oligoniikleotidlerin MALDI-TOF MS ile Tayini

Platin iceren antikanser ilaglarin (CDDP, KP gibi) metabolik olarak islevlerligini
gOstermesi, bu ilaglarin DNA nukleobazlari ile etkilesime girerek tumorlu
hicrelerdeki replikasyon basamagini olumsuz etkileyen, tersinmez, kararh
kompleksler olusturmasi ile gergeklesir. CDDP’nin, en ¢ok tercih ettigi etkilesim
yolu DNA’daki guanin ve adenin Uzerindeki N7 atomu Uzerindendir. Purin
bazlarinda bulunan imidazol halkasinin gugli nukleofil 6zelliginin bu durum

uzerinde etkisi oldugu dugunulmektedir [170].
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Sekil 5.48. Oligonukleotid-metal etkilesim bdlgeleri [170]

Yeni bir antikanser ilag adayi olarak sentezlenen B19 molekulinin molekuler
dizeyde etkilesim mekanizmasinin tespit edilebilmesi icin biyolojik anlamda ilgili
molekullerle etkilesiminin irdelenmesi gerekmektedir. DNA-B19 etkilesimi igin
model tegkil etmesi acisindan asagida dizilimleri verilen 10 baz birimli oligomerler

ile B19 molekulinun etkilesimi incelenmisgtir.

ON1 = 5’-G-A-T-G-S-A-T-G-A-G-3’ MWsigma=3115 g/mol------ 77.6 nmol
ON2 = 5’-G-S-A-T-S-G-G-G-A-S-3’ MWsigma=3116 g/mol------ 72.1 nmol
ON3 = 5-S-T-A-A-A-G-A-G-S-T-3 MWsigma=3079 g/mol------ 68.5 nmol

Oligonukleotidler ayrn ayri 1 mL deiyonize suda ¢Ozulerek stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. 0.02 mM derigimindeki oligomer c¢ozeltileri DHB matriksi ile 1:5
oranda karistirilarak elde edilmis MALDI-TOF MS spektrumlan Sekil 5.49'da

gOsterilmigtir.
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ON1 oligonUkleotidine ait spektrumda (Sekil 5.49A), hesaplanan molekul agirhgi
olan 3115 g/mol degerinde pik izlenmemigtir. Yapilan hesaplamalar sonucunda
m/z degeri 3090 olan pik igin molekll agirhginin [(ON1-Na)+2H]" yapisina ait
oldugu bulunmustur. ON1 oligonlkleotidinin Uretici firma tarafindan hesaplanan
molekul agirhginin sodyumlanmis haline ait oldugu belirlenmistir. Gézlemlenen bu
pik, yapidan bir Na® iyonunun koparak yerine 2H" ilavesi ile protone olarak
lyonlastigini gostermektedir. M/z:3129 ve 3168 ‘de gorulen piklerin ise [(ON1-
Na)+K+H]" ve [((ON1-Na)+K)+K]" yapisina ait oldugunu ifade etmektedir. Benzer
durum diger oligonukleotidler icin de gecerlidir. Sekil 5.49B ve 5.49C’de ON2 ve
ON3’e ait protonlanmis ve potasyumlanmig iyonlara ait pikler gosterilmistir. Bu
durum her g oligonukleotid zinciri igin de potasyumlanmis halin sodyumlanmis
halden daha kararli ve tercih edilir oldugunu gostermektedir. ON1 ve ON2
oligonukleotidlerine ait MALDI-TOF MS spektrumlarinda ardisik pik gruplari
arasinda Am/z: 151 olmasi, oligonukleotidin 5’ ucundan guanin kopmasini, ON3’e
ait kutke spektrumunda ardigik pik gruplar arasinda Am/z: 111 olmasi,

oligonukleotidin 5’ ucundan sitidin kopmasini gostermistir.
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Sekil 5.49. Oligonukleotidlerin MALDI-TOF MS spektrumlari (A) ON1, (B) ON2,

(C) ON3.
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5.5.2. Oligoniikleotid-B19 Komplekslerinin MALDI-TOF MS ile Tayini

MALDI-TOF MS ile analizleri gergeklestirilen oligonukleotidler B19 molekulu ile
37°C’de, 10 mM amonyum asetat tamponunda (10 mM NaCl varliginda), 1:1 mol
oraninda inkube edilmigtir ve kompleks olusumu MALDI-TOF MS ile incelenmigtir.
Bu amagla; 200 yL, 0.02 mM oligonukleotid, 100 L, 0.025 mM B19 ile inkibe

edilmistir.

Sekil 5.50 ve 5.51’de komplekslesmemis olinonukleotid zincirlerine ait pikler yildiz
ile isaretlenmigtir. B19 ile kompleks olusturmalari durumda hesaplanan kutle
degerlerinde MALDI-TOF MS spektrumunda pikler géralmustir. Bu durum her Gg
oligonukleotidin de B19 ile etkilesime girdigini gostermigtir. Kompleks olusumuna
yonelik tum spektrumlarda, iyonlagsma sekli gbzonunde bulundurulmaksizin
kompleksler ONX-B19 seklinde ifade edilmistir. (X:1,2,3). Sekil 5.50A’da
[ONX+B19]" kompleksine ait pikler 3625 ve 3664 m/z degerinde elde ediimis ve
hesaplamalar sonucunda bu iyonlarin sirasiyla [(ON1+B19]" ve [(ON1+B19+K]"
yapilarini temsil ettigi gorGimastir. Sekil 5.50B’de ise 3630,3668, 3705 m/z de
elde edilen pikler sirasiyla; [[ON2+B19]" ve [(ON2+B19+K]" ve [(ON2+B19+2K]"
yapilarini isaret etmigtir. Sekil 5.51’de izlenen 3630, 3668, 3705 m/z de
degerindeki piklerin; sirasiyla [(ON3+B19]" ve [(ON3+B19+K]" ve
[(ON3+B19+2K]* yapilarini temsil ettigi bulunmustur.
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Sekil 5.50. Oligonukleotid-B19 inkibasyonu sonucu elde edilen komplekslerin
DHB matriksi kullanilarak elde edilmis MALDI-TOF MS spektrumlari; (A) ON1-B19,
(B) ON2-B19 (komplekslesmemis olinonukleotid zincirlerine ait pikler yildiz ile B19’

a ait pikler ok ile gosterilmigtir).
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Sekil 5.51. ON3-B19 kompleksinin DHB matriksi kullanilarak elde edilmis MALDI-
TOF MS spektrumu (komplekslesmemis oligonukleotid zincirlerine ait pikler yildiz
ile B19’ a ait pikler ok ile gosterilmistir).
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Oligonukleotid-B19 komplekslerine ait spektrumlar genis m/z araliginda
incelendiginde yalnizca ON1-B19 kompleksine ait kitle spektrumunda iki adet
B19 molekulinun oligonukleotidlere bagh oldugu durumdaki hesaplanan kutle
degerlerinde pik oldugu tespit edilmistir. Sekil 5.52’'de [ON1+2B19+H]" = 4158 m/z
degerini ve [ON1+2B19+K]" = 4197 m/z deerini gbstermistir. Literatirde
sisplatin-DNA etkilesimlerinin ayni zincir Uzerinde yer alan % 60-65 oraninda 1,2
d(G-G), % 20-25 oranda 1,2 d(A-G) Uzerinden gergeklestigi belirtilmistir. 1,2 d(G-

A) Uzerinden etkilesime rastlanmamistir [176].
ON1 = 5’-G-A-T-G-S-A-T-G-A-G-3’
ON2 = 5-G-S-A-T-S-G-G-G-A-S-3’
ON3 = 5'-S-T-A-A-A-G-A-G-S-T-3

Yukarida verilen oligonikleotid zincirlerinin dizilimleri incelendiginde sadece ON2
molekllinde ardisik G-G bulunmasina ragmen, B19 molekllinin her 3
oligonukleotid ile etkilesime girmis olmasi, bu etkilesimlerin A-G Uzerinden de
gerceklesebilecegini gostermektedir. Ayrica bir adet A-G dizilimi iceren ON1
oligonukleotidinin 2 tane B19 molekulu ile etkilesmis olmasi, B19 molekulindn
cisplatin ve turevlerinden farkli baglanma 6zelliklerine sahip oldugunu gostermistir.
Sterik engellemeler ve MP-B19 ile inkiibasyon ¢alismalarinin sonuglari gdéz énine
alindiginda ON1 Uzerinde 5 ucunda G-T veya G-S bodlgesinde bir etkilesim
olabilecegi dusunulmustur. Ayni zamanda, tek zincirli DNA yapilarinda sitozin N3
ve adenin N1 atomlarinin da metal baglanmalari icin elverigli oldugu [176]
bilindiginden ve B19 molekudlinun tim niukleotidlerle etkilestigi bu tez kapsaminda
tespit edildiginden, monofonksiyonel olarak ikinci B19 molekulinin de zincire

baglanmis olmasinin mumkun olabilecegi belirlenmistir.
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Sekil 5.52. ON1-B19 kompleksinin yuksek molekul agirhigindaki MALDI-MS
spektrumu.

5.5.3. Oligoniikleotidlerin-B19-GSH Yarigmali Etkilegsimlerinin MALDI-TOF MS
ile Tayini

Hucre igerisinde hem DNA hem GSH bulundugu g6z énune alinarak; B19, GSH ve
ON1 oligonukleotidinin herhangi ikisinin inkibasyonu sonrasi ortama ilave edilen
3. molekule karsi kompleks bilesenlerinin reaksiyonu incelenmigtir. Bunun yanisira
hepsi ayni anda karistirilip inkibasyona birakildiginda olugsan kompleksin turu

belirlenmistir. Bu amagla g farkli deney yurutalmustar.
l.deney:
[0.02 MM B19, 75 uL + 0.02 mM GSH, 75 uL ] inkibasyona birakildi. (GB)

Altl saat inkuibe edildikten sonra, olusan kompleksin tanimlanmasi igin 30 pyL ornek
alindi. Kalan karisima 75 uL, 0.02 mM ON1 ilave edildi ve 24 saat inkUbasyona

birakildi (GBA(2)).
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Beklenen olasi komplekslerin Molekul agirliklari:

GSH-B19: 841 Da
GBA(2) > *1.K: 3628 Da (B19+ON1 ), *2.K: 3667 Da (B19+ON1),

*3.K: 3400 Da (GSH+ON1), *4.K: 3440 Da (GSH+ON1)
olarak hesaplanmigtir.
Sekil 5.53'de verilen kutle spektrumunda inkubasyonun ilk kisminda beklenen
GSH-B19 kompleksinin olustugu, daha sonra ortama ilave edilen ON1
oligonukleotidinin yalnizca B19 molekulu ile etkilesime girdigi gorulmustir. GSH-

ON1 etkilesimi tespit edilmemistir.
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Sekil-5.53. (A) GSH- B19 inkiibasyonu (6 saat) sonucu elde edilen MALDI-TOF
MS spektrumu, (B) A’da belirtilen ortama ON1 ilavesi ile 24 saatlik inkiibasyon

sonucu elde edilen MALDI-TOF MS spektrumu
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2.deney:

[0.02 mM GSH, 50 yL + 0.02 mM ONL1, 50 yL ]-> inkibasyona birakildi. Alti saat
inkiibe edildikten sonra, olugsan kompleksin tanimlanmasi igin 30 uL 6rnek alindi.

Kalan karigima 50 L, 0.02 mM B19 ilave edildi ve 24 saat inkubasyona birakildi.

Sekil 5.54A ‘ da GSH-ON1 inkibasyonu sonucu herhangi bir kompleks olusumu
izlenmemig, ortam bilesenlerinin kendilerine ait pikler gbzlemlenmistir. Bu ortama
B19 ilave edilerek surdurulen inkibasyon sonrasinda elde edilen MALDI-TOF MS
spektrumunda (Sekil 5.54B) hem B19-ON1 kompleksinin (yildiz ile gosterilmistir)
hem de ON1+2B19 kompleksinin (kalin ok ile goésterilmistir) olustugu tespit
edilmistir. Ayrica ON1 varliginda GSH-B19 etkilesimindeki azalma 841 m/z
degerinde gozlenen pik siddetinin belirgin sekilde azalmasiyla izlenmistir. Bu
duruma ek olarak B19-ON1 kompleksinin siddetinin GSH varliginda neredeyse hi¢
etkilenmemis oldugu tespit edilmigtir. Bu durum her G¢ molekulin bir arada
bulundugu hacre i¢i ortaminda B19-ON1 etkilesiminin daha olasi bir etkilesim

oldugunu gdstermisgtir.
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Sekil 5.54. (A) GSH-ON1 inklbasyonu (6 saat) sonucu elde edilen, (B) A’da
surdurdlen inkibasyona B19 ilavesi ile 24 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen
MALDI-TOF MS spektrumu, (C) B’nin duguk bélgede genisletiimis MALDI-TOF MS
spektrumu. (B19-ON1 kompleksi yildiz ile, ON1-2B19 kompleksi kalin ok ile
gOsterilmigtir).
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3.Deney:
[0.02 mM GSH, 50 pL + 0.02 mM ON1, 50 pyL + 0.02 mM B19, 50 uL]->

inkiibasyona birakildi (6 saat).

Yarigmali inkibasyon ortamina ait MALDI-TOF MS spektrumu S$ekil 5.55'de
verilmigtir. 2. Deney serisinde izlenen sonuglara benzer sonuglar elde edilmesi,
B19-ON1 kompleksinin GSH varligindan etkilenmedigi ancak, GSH-B19 kompleksi

olusumunun ON1 varliginda belirgin sekilde azaldigi dusuncesini guglendirmigtir.
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Sekil 5.55. GSH-ON1-B19 yarigmali inkibasyonu (6 saat) sonucu elde edilen
MALDI-TOF MS spektrumu, (A) B19-ON1 kompleksinin olusumu, (B) dusuk kutle
bolgesinde genigletilmis MALDI-TOF MS spektrumu
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5.5.4. Oligonikleotid-B19 Kompleks Olugumunun Stokiyometri ve
Inklibasyon Siiresine Bagimliliginin Incelenmesi

Yapilan calismada B19-oligo inkubasyon stokiyometrisinin olusan kompleks
uzerine etkisini incelek amaciyla sabit B19 mol sayisina kargi artan ON1

oligonukleotidine karsi olusan kompleksin anlik olusumu izlendi (Sekil 5.56).

Ornekler karistirildiktan hemen sonra her 3 derisim i¢in de 10 yL numune alinip 50

ML DHB matriksi ile karigtirildi ve anlik analiz numunesi olarak kullanildi.

v [0.02 mM B19, 40 uL + 0.02 mM ONZ1, 40 pL ]> (1:1)
B19=0.01 mM, ON1=0.01 mM

v [0.02 mM B19, 100 uL + 0.0776 mM ON1, 100 pL]> (1:4)
B19=0.01 mM, ON1=0.0388 mM

v [0.02 mM B19, 100 pL + 0.0776 mM ONZ1, 200 pL ]> (1:8)
B19=0.0067 mM, ON1=0.052 mM

Bu U¢ deney serisinin disinda 0.02 mM B19 esit hacim derisimde ONL1 ile 23 saat
inkibasyona birakildi. Bu inkiUbasyon numunesinden 10 uyL alindi ve 0.02 mM
GSH eklendi ve tekrar 1 saat inkiibasyona birakildi (Izlenmesi gereken durum;
B19-ON1 kompleksinin siddetinin azalip B19-GSH olusumunun gergeklesip

gerceklesmeyecegidir).

Bolim 5.5.3'te 6 saat B19-ON1 inklbasyonu sonrasinda ortama GSH ilavesi
yapilmig, sonuglar analiz edilmigti. Burada inkiibasyon suresi uzun tutularak B19-

ON1 etkilesiminin tamamlanmasi ve sonra GSH ilave edilmesi planlanmistir.
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Sekil 5.56. B19:ON1 mol oraninin bilesenlerin anlik etkilesimi sonucu olusan

kompleks Uzerine etkisi (A)1:1, (B) 1:4, (C)1:8 mol orani
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Sonu¢ olarak anlhk etkilesimde 1:1 mol oraninda etkilesim kompleksinin
maksimum seviyede olustugu ve ON1 mol sayisi arttikgca kompleks olusumunun
azaldigi tespit edilmistir. Her 3 mol oraninda da ortamda hala reaksiyona girmemis
B19 ve ON1 oldugu gorulmustir. Bu durumun oligonukleotid miktari artikga tuz
miktarinin da artmasi ve bu nedenle iyonik etkilesimlerin bozulmasi ile ilgili oldugu
tespit edilmistir. B19 ile 1:1 mol oraninda, anlik etkilesime girebilen tek nukleotidin
GMP oldugu bu tez kapsaminda gosterildiginden, ON1 Uzerinde 3 G-A-G

etkilesiminin B19 i¢in en yuksek ihtimalli etkilesim oldugu dusunulmustar.

Sekil 5.57B ve C’de yildiz ile isaretlenen pikler GSH ve dimerini gostermektedir.
Yirmiu¢ saat inkubasyon sonrasi edilen ON1-B19 kopmleksine GSH ilavesinin
belirgin bir etkisi olmadigi B19-GSH kompleksinin olusmadigi Sekil 5.58B’de
gosterilmistir. Yine Sekil 5.58B’de, 23 saat inkibe edilen 6rnekte reaksiyona
girmemis B19 molekuli miktarinin ¢ok az oldugu goérilmektedir. Bu ortama GSH
eklenmesi ile B19-GSH kompleksinin olusmamasi, B19 molekulinin GSH
varliginda ON1 ile etkilesimini koparmadan surdurdugunu, yani ON1 ‘e ilgisinin
daha yuUksek oldugunu gostermistir. Sekil 5.58C’de B19-ON1 kompleksine ait iyon
pikleri yildiz ile gosterilmistir. inkiilbasyon sonunda serbest kalan ON1

oligonukleotidini gdsteren pik grubu daire icerisinde belirtilmistir.
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Sekil 5.57. (A) 0.02 mM ON1, (B) GSH yapilarina ait DHB matriksi ile elde edilmis,
(C) B19-ON1, 1:1mol oraninda 23 saat inklibe edilen 6rnege GSH eldesi sonucu
elde edilen MALDI-TOF MS spektrumu (yildiz ile isaretlenen pikler GSH ve
dimerini géstermektedir).
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Sekil 5.58. (A) GSH-B19 kompleksine ait DHB matriksi ile elde edilmis MALDI-
TOF MS spektrumu, (B) 1:1mol oranda 23 saat inkiibe edilen B19/0ON1
kompleksine GSH eldesi sonucu diuguk molekll agirlikli bdlgede elde edilen
MALDI-TOF MS spektrumu, (C) B'de belirtilen sartlarda B19-ON1 kompleksine ait
iyon pikleri yildiz ile g6sterilmigtir. inkiibasyon sonunda serbest kalan ON1
oligonukleotidini gosteren pik grubu daire igerisine alinmigtir.
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Diger bir galismada inkUbasyon suresinin olusan kompleks Uuzerine etkisini
incelemek amaciyla sabit ON1:B19 mol oraninda (2:1, B19=0.005 mM, ON1=0.01
mM); anlik, 3.5 saat ve 20 saatlik inkibasyonlar gergeklestirilmistir. Bu zaman
dilimlerinde inkibe edilen 6érnekten 10 ul alinarak 50 pyl DHB matriksi ile
karistinimistir. Hazirlanan érneklerden 1’er ul spotlanarak, ayni lazer siddetinde

spektrumlar kaydedilmistir.

Sekil 5.59'da ON1 konsantrasyonu; B19 molekulunin konsantrasyonunun 2 kat
fazlasi oldugu durumdaki inkiibasyondan farkli zamanlarda alinan numunelerin
MALDI-TOF MS spektrumlari gérulmektedir. Maddelerin aninda etkilesime girdigi
(Sekil 5.59A) ve olusan kompleksin 20. saatin sonuna kadar kararligini korudugu
izlenmistir. Spektrumda izlenen 3624 m/z sinyali [(B19+ON1)+H]" kompleksini,
3665 m/z sinyali ise [(B19+ON1)+K]" seklinde potasyumlanarak iyonlasmis
kompleksi ifade etmektedir. Ayrica maksimum kompleks olusumu 20 saatlik
inkibasyon suresinde elde edilmistir. Bu surenin sonunda ortamda hala B19 ve
ON1 vyapilarinin bulunmasi, bu karisim oraninda kompleks olusumunun

tamamlanmadigini dusundurmasgtar.
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Sekil 5.59. ON1- B19 mol orani 2:1 olan inkiibasyon serisinden; (A) anlik, (B) 3.5
saat sonra, (C) 20 saat sonra 10 pl alinarak analiz edilen 6rneklerin MALDI-TOF
MS spektrumlari (matriks DHB, analit:matriks:1:5)
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5.6. B19 - Protein Etkilesimleri

Pt-ilaglarin blyuk ¢ogunlugunun, uygulandiktan kisa bir sure sonra, hucre disi ve
hicre igi proteinlere baglandidi literatirde yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [74].
Pt-ilag protein etkilegsimlerini tanimlamak ve kinetigini belirlemek igin, baglanan ve

baglanmayan Pt-ila¢ fraksiyonlarinin turlendiriimesi gerekmektedir [173].

Bu tez kapsaminda, literaturde CDDP ile etkilesimi incelenen proteinlerden olan
sitokrom C, Ubiqutin, Lizozim proteinlerinin B19 ile etkilesimi MALDI-TOF MS ve
LC-ESI-QTOF-MS ile incelenmistir.

1.9 mM B19 stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak 0.3 ve 0.9 mM B19
standart ¢ozeltileri hazirlandi. In vitro hicre igi ortami taklit etmesi icin, Cyt C, Ubiq
ve Liz inkibasyonlarinda kullanilan B19 ¢dzeltisi; NaCl konsantrasyonu 10 mM

olan 5 mM amonyum asetat (pH:7.4) ile hazirlanmistir.

Farkli mol oraninda ydratulen her iki inkibasyondan 24 saat sonra, 750°ser pl
alindi. Buzdolabina kaldinidi (4°C). Kalan numunelerin inkibasyonu devam
ettirildi. Toplam inklibasyon suresi 42 saat olduktan sonra numunelerin herbirinden
500 ‘er yl daha alindi. Kalan numunelerin (250 ‘ser pl ) inklbasyonu, toplam
inkbasyon suresi 92 saat olana kadar devam ettirildi. 92 saatin sonunda
numuneler inkibasyondan alinarak buzdolabina konuldu. Numuneler analiz

edilene kadar +4°C’de saklandi.

5.6.1. Sitokrom C ile etkilegimleri
B19-Cyt C-3-1 inkUbasyonu igin;

e 0.3mM,1mLB19+0.1 mM, 1ImL CytC 37°C’de inkube edildi.
B19-Cyt C-9-1 inkUbasyonu igin;
e 09mM,1mLB19+0.1 mM, ImL CytC 37°C’de inkube edildi.

5.6.1.1. MALDI-TOF MS Analizleri

B19 molekulinun kan proteinleri ile etkilesimi DNA’ya ulasan ilag miktar
bakimindan o6nem tagsimaktadir. Literatirde bu amacgla test edilen baslica
proteinlerden Cyt C'nin (pl~9.9) farkli inklibasyon surelerinde ve farkli inkiibasyon
mol oranlarinda, B19 ile etkilesimi incelenmigtir. Sekil 5.60A’ da Cyt C
standardinin saf haldeki kitle spektrumu verilmigtir. Proteine ait 12362 ve 6183
m/z degerindeki pikler, sirasiyla protone olmus +1 ve +2 yukli Cyt C molekulinun
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m/z degeri ile uyumludur. Mol orani 3:1 olacak sekilde inkiibe edilen B19-Cyt C
karisimina ait spektrumda Sekil 5.60A’da gorilen piklere ilave olarak, m/z farki
535 olan degerlerde pikler bulunmaktadir. 12898 ve 13431 m/z bolgelerindeki
pikler sirasiyla; [B19+Cyt C-H]" ve [2B19+Cyt C-3H]" yapilarini temsil etmektedir.
Protein ile 24 saat inkUbasyona birakilan B19 miktarinin 3 kat artmasi ile serbest
halde bulunan proteini temsil eden sinyal siddetinin B19 bagh proteini temsil eden
pik siddetiyle neredeyse ayni olmasi, B19 miktari artirildikca kompleks
olusumunun arttigini géstermistir (Sekil 5.60B ve Sekil 5.61B). Ayrica Cyt C'ye

baglanan B19 sayisininda (n) artis goértlmastir.

Inkibasyon siiresinin baglanma Ulzerine etkisini incelemek amaciyla 3:1 ve 9:1 ,
B19-Cyt C inkubasyonlarinin her ikisi 24, 42 ve 92 saat sureleri bitiminde analiz
edilmistir. Her iki mol orani igin, inkUbasyon suresi nin 24 saat oldugu durumda
Cyt C’ye baglanan B19 sayisininda (n) artis oldugu izlenmistir. Ozellikle 9:1 mol
oranl inkiibasyonda [2B19+Cyt C-3H]" kompleksi siddetinde inkiibasyon siiresi 24
saatten 48 saate uzatildiginda gorulen azalma ve 48 saatten 92 saate
cikarildiginda gorulen artis s6z konusu kompleksin olusum sabitinin orta duzeyde

oldugunu gostermisgtir.

Optimum etkilesiminin 9:1 mol oraninda ve 24 saat inkUbasyon sonrasi elde

edildigi goéralmustar.
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Sekil 5.60. (A) Cyt C standardi, (B) B19-Cyt C-3-1-24s, (C) B19-Cyt C-3-1-42s,
(D) B19-Cyt C-3-1-92s inkibasyon numunelerinin SA matriksi ile elde edilmis
MALDI-TOF MS spektrumu (50 pl SA +10 pl AC+ 10 yl numune karistirildi,

vortekslendi. Bu karisimdan 1 yl MALDI plakasina damlatildr).
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Sekil 5.61. (A) Cyt C standardi, (B) B19-Cyt C-9-1-24s, (C) B19-Cyt C-9-1-42s ,
D) B19-Cyt C-9-1-92s inkUibasyon numunelerinin SA matriksi ile elde edilmis
MALDI-TOF MS spektrumu (50 pl SA +10 pl AC+ 10 yl numune karistirildi,

vortekslendi. Bu karigimdan 1 yl MALDI plakasina damlatildt).
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5.6.1.2. LC-ESI-QTOF-MS Analizleri

Cyt C’nin, B19 ile inkibasyonu sonucu olusan komplekslerin varligi yapilan
MALDI-TOF MS analizleri ile gosterilmistir. Gaz fazina geg¢gme-iyonlasma
basamaklarinin MALDI sisteminde es zamanli gerceklesiyor olmasi, s6z konusu
komplekslerin ¢ozelti fazinda da var olduklarinin gosterilmesini gerekli kilmistir. Bu
nedenle, ¢Ozelti fazindaki kovalent olmayan etkilesimleri koruyarak gaz fazina
gecise imkan saglayan ESI iyonlagsma teknigi kullanilarak inkiibasyon ornekleri

analiz edilmistir.

Sekil 5.62'de B19, Cyt C ve Inkilbasyon numunesine ait toplam iyon
kromatogramlari verilmistir. Komplekse ait kromatogramda, kirmizi okla gosterilen
bdlgede dusuk siddette pik izlenmistir. B19 ve Cyt C ‘ye ait kromatogramlarda
bulunmayan bu sinyalin kompleksi ifade ettigi distintlmustir. Kompleks olugsmasi
halinde, komplekse ait kutle spektrumunda bulunmasi gereken iyonlara ait m/ z
degerleri hesaplanmigtir. Bu iyonlardan birine ait kitle, komplekse ait TIC’dan
ekstrakte edilmis ve s6z konusu iyona ait allkonma zamani belirlenmigstir. Sekil
5.63'te Rt:14.080 dk’da elde edilmis kitle spektrumunda, etkilesime girmeden
kalan [K1]" ve [Cyt C+K2]™ (n:11-16) iyonlarina ait pikler gésterilmistir. Bu durum,

Cyt C-K2 kompleksinin ¢ozelti fazinda olustugunu gostermistir.

B19

Cyt C |

Kompleks

Bagil siddet

8 10 12 14 16 18
Ahlkonma zaman (dk)

Sekil 5.62. B19, Cyt C ve B19-Cyt C inkibasyon numunelerine ait toplam iyon
kromatogramlari.
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Sekil 5.63. (A) B19, (B) Cyt C ¢ozeltilerinin ve (C) B19-Cyt C inkuibasyon
numunelerinin t=14.088 dk’da elde edilmis ESI-MS spektrumlari
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5.6.2. Ubiqutin ile Etkilegimleri
B19-Ubiqg -3-1 inkubasyonu igin;

e 0.3mM,1mLB19 + 0.1 mM, 1 mL Ubiq 37°C’de inkube edildi.
B19-Ubig-9-1 inklbasyonu igin;
e 0.9mM,1mL B19 + 0.1 mM, 1 mL Ubiq 37°C’de inklbe edildi.

5.6.2.1 MALDI-TOF MS Analizleri

Dustk molekldl agirhkh bir serum proteini olan Ubiquitin ( pl< 7 ) ile B19
molekulinin etkilesimi incelenmistir. Saf ubiquitin proteininin, SA matriksi ile elde
edilmis kutle spektrumu S$Sekil 5.64A'da gosterilmigtir. Proteinin, protonlanarak
iyonlastigi +1 yukli iyona ve bu yapinin dimerine ait pikler 8546 ve 17091 m/z ‘de
izlenmektedir. 3:1 inkiibasyon mol oraninda, proteinin dimerinin de B19 molekulu
ile etkilesime girdigi gorulmustur. 9:1 inkUbasyon mol oraninda ise proteine
baglanan B19 sayisinin (n) arttigi ve bununla beraber bagli protein /serbest
protein oraninin arttigi izlenmistir (Sekil 5.64 ve 5.65B ve C). Inkiibasyon
suresinin etkilesim Uzerine belirgin bir etkisi olmadigi Sekil 5.64’de verilen 92
saatlik inkiibasyon siiresi sonucu elde edilen spektrumda izlenmistir. inkiibasyon
suresinin 24, 42 ve 92 saat oldugu numunelerin spektrumlari arasinda fark

olmadidi tespit edilmistir.
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Sekil 5.64. (A) Ubiquitin standardinin, (B) B19-Ubig-3-1-24 saatlik, (C) B19-Ubig-
9-1-24 saatlik inklibasyon numunelerinin SA matriksi ile elde edilmis MALDI-TOF
MS spektrumu
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Sekil 5.65. (A) Ubiquitin standardinin, (B) B19-Ubig-3-1-42 saatlik, (C) B19-Ubig-
9-1-42 saatlik inkibasyon numunelerinin SA matriksi ile elde edilmis MALDI-TOF

MS spektrumu
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Sekil 5.66. (A) Ubiquitin standardinin, (B) B19-Ubig-3-1-92s, C) B19-Ubig-9-1-92s
inkiibasyon numunelerinin SA matriksi ile elde edilmis MALDI-TOF MS spektrumu
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5.6.2.2. ESI-QTOF-MS Analizleri

B19-Ubiq etkilesimine ait elde edilen kromatogramlar Ust Uste konularak S$ekil
5.69'da verilmigtir. Komplekse ait toplam iyon kromatogramina bakildiginda,
protein ve B19 ile yapmis oldugu kompleksin iyi ayriimadigi gosterilmistir. Okla
gOsterilen bodlgede, alikonma suresi= 12.032 dk’da B19, Ubiq ve komplekse ait
kromatogramin kutle spektrumlarinda farkhliklar oldugu gorulmastar (Sekil 5.70).
Sekil 5.70C’de belirtilen piklerin B19 ve Ubiq standardina ait kitle spektrumunda

gérilmemesi ve kitlesi hesaplanan [Ubig+K2]™" kompleksinde (n:7-12) beklenen

kUtlede izlenmeleri kompleks olustugunu gostermigtir.

—B19

— Kompleks

Bagil siddet
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Sekil 5.67. (A) B19, (B) Ubiqg ve (C) B19-Ubiqg inkibasyon numunelerine ait ESI-
MS’de elde edilen toplam iyon kromatogramlari.
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Sekil 5.68.

dk’da elde edilmis ESI-MS spektrumlari
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5.6.3. Lizozim ile Etkilesimleri
B19-Liz -3-1 inkUbasyonu igin;

e 0.3mM,1mLB19+ 0.1 mM, 1mL Liz 37°C’de inkube edildi.
B19-Liz-9-1 inkUbasyonu igin;
e 0.9mM,1mLB19 + 0.1 mM, 1 mL Liz 37°C’de inkibe edildi.

5.6.3.1 MALDI-TOF MS Analizleri

Diger bir serum proteini olan ve pl degeri yaklasik 11.1 olan Lizozim (MW: 14275
Da) ile B19 molekillindn etkilesimi incelenmistir. Sekil 5.69’ da lizozim standardina
ait katle spektrumu verilmistir. Proteinin SA matriksi kullanilarak elde edilen kutle
spektrumunda oligomerleri de izlenmistir (yildiz ile isaretlenmistir). inkiibasyona
birakilan B19 mol oraninin artirlmasinin komplekse ait pik siddetini arttidigi
izlenmistir (Sekil 5.69C - 5.70C). inkiibasyon siiresinin belirgin bir etkisi tespit
edilmemigtir. Kullanilan SA matriksinin de proteinle etkilesime girdigi gorulmustuar.
Olusan bu yapiya B19 baglanmasi tespit edilmigstir (kesikli gizgilerle kitle farklari
belirtilmistir).
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Sekil 5.69. (A) Lizozim standardinin, (B) B19-liz-3-1-24 saatlik, (C) B19-liz-3-1-42
saatlik , (D) B19-liz-3-1-92 saatlik inkibasyon numunelerinin SA matriksi ile elde
edilmis MALDI-TOF MS spektrumu (pl 11.1). Proteinin oligomerleri yildiz ile
isaretlenmistir.
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Sekil 5.70. (A) Lizozim standardinin, (B) B19-liz-9-1-24 saatlik, (C) B19-liz-9-1-42
saatlik , (D) B19-1iz-9-1-92 saatlik inkiibasyon numunelerinin SA matriksi ile elde
edilmis MALDI-TOF MS spektrumu, proteinin oligomerleri yildiz ile isaretlenmistir.
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5.6.3.2 ESI-QTOF-MS Analizleri

MALDI-TOF MS’ de izlenen diger bir kompleks olan Liz-K2 kompleksine ve
bilesenlerine ait kromatogramlar Sekil 5.71’te verilmistir. Olugsan kompleksin
kromatografik ayriminin saglanamadigi kromatogramda, Rt=12.849 dk'da
kompleks olusumunu ifade eden kuitle spektrumu elde edilmistir. Olasi
komplekslerin hesaplanan kutle/yuk degerleri ile ayni degerlerde sinyal alinmasi

K2-Liz kompleksinin varhgini desteklemistir (Sekil 5.72).

——B19
— Liz

— Kompleks

Bagil siddet
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Alikonma zamani (dk)

Sekil 5.71. (A) B19, (B) Liz ve (C) B19-Liz inkilbasyon numunelerine ait ESI-MS
ile elde edilen toplam iyon kromatogramlari
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Sekil. 5.72. (A) B19, (B) Liz ve (C) B19-Liz inkibasyon numunelerinin t=14.032
dk’da elde edilmis ESI-MS spektrumlari

Farklhh pl deg@erlerine sahip olan proteinlerin B19 molekull ile kompleks
olusturabilmesi protein-B19 etkilesiminin  protein ug¢ gruplari Uzerinden

gerceklesmedigini gostermistir.
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5.7. Yeni ilag Adaylari ve On Denemeleri

Anti kanser o6zellik gostermesi amaciyla sentezlenen bilesiklerden B19 ile yapilan
calismalar 1siginda, sentezlenen diger Dbilesiklerin MALDI-TOF MS ile
karakterizasyonu gercgeklestirilmigtir. On denemeleri vyapilacak olan ilag
adaylarinda aranan temel 6zellik olan suda ¢6ziUnme sartini saglayan bilesiklerin

nukleotidlerle etkilesimleri incelenmistir.

Bu Dbilesiklerden ilki kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(ll)
klorir molekulidar. Sekil 5.73'te yapisi verilen bilesik, B19 molekulinden farkh
olarak Pt yerine Pd igermektedir. Bu c¢alisma, ayni liganda sahip farkli metal
ilaglarin davraniglari incelemek ve etkinligin kullanilan metal atomu ile iligkisini
tespit edebilmek amaciyla yurutulmustir. B20 olarak adlandirilan bilesigin suda

¢ozunurlGgunun duasuk oldugu gorulmustir. Bu nedenle 6n denemelere tabi

tutulmamistir.

_ . _
I | |
N I N/ ]N or
L
@’ A
B20

Sekil 5.73. Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(ll)klortr
bilesiginin yapisi.

5.7.1.Kloro-2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-benzimidazol-2-il)piridinplatin(ll) kloriir
Bilesigi (B33)

Sekil 5.74’de sentez semasi ve kimyasal yapisi verilen B33 bilesiginin sudaki
¢OzunurliGgunun yeterli dizeyde oldugu goéruldiukten sonra MALDI-TOF MS ile
yapisi tayin edilmistir. Sekil 5.75’ de B33 molekulinin, DHB matriksi kullanilarak
(B33:DHB, 1:5) elde edilmis kitle spektrumu verilmigtir. Molekll formula
C2sH23ClIKoNsO6PtS,  olarak  verilen  bilesigin, butin halinde, yapisinda

parcalanma/kopma gergeklesmeksizin iyonlasamadigi goérulmustiar. m/z 861
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degerinde gorulen pik, iyonik halde bulunan CI*nin yapidan ayrildigi; m/z 823 ve
785.5 bolgesinde izlenen pik gruplari ise sirasiyla yapida ( -K * +H") ve ( -2K *

+2H") kopmal/katiimalarinin gergeklestigini géstermistir.

(KO, 5 SOR
\I\ %(j\/ H/ + K2PICl4 Y(\ H/ c
- / \ "-PI -—-\l
B33

Sekil 5.74. Kloro-2,6-bis(1,3-propilsulfonat-benzimidazol-2-il)piridinplatin(ll) klortr
bilesigi (B33) sentez semasi.
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Sekil 5.75. B33 molekulunin DHB matriksi kullanilarak elde edilmis MALDI-TOF
MS spektrumu
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B33-nukleotid baglanmalarini incelemek amaciyla 0.25 mM, 100 yl B33, 0.25 mM
100 pl nukleotid g¢ozeltilerinin her biri ile ayri ayri, 10 mM amonyum asetat
tamponu ve 5 mM NaCl ortaminda (pH:7.14) 12 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
mol orani 1:1 olan ¢ozeltiden 12 saat sonra 10 yl alinarak 50 yl DHB matriksi ile
karistirilip vortekslenmis ve 1 yl MALDI plate Gzerine spotlanmistir. Sekil 5.76’da
B33 ile 1:1 mol oraninda ayr ayri inkube edilen 6rneklerin MALDI-MS spektrumu
verilmigtir. B33 bilesiginin kutle spektrumunda siddetli olarak izlenen 861, 823 ve
785.5 m/z degerlerine nukleotidlerin molekul agirliklar ilave edilerek, olusmasi
beklenen komplekslerin m/z degerleri hesaplanmistir. Yalnizca GMP’nin B33 ile
kompleks yaptigr gorulmuagtir. Diger dort nikleotidin B33 ile etkilesimi tespit
edilmemigtir. Sekil 5.76C’de B33-GMP kompleskine ait pikler daire igine alinmistir.
Olusan komplekslerin yapilarina bakildiginda, [B33+GMP]"; ve [B33+GMP]",, en
yluksek oranda olusan kompleksin, B33 yapisindan 2Cl atomunun da ayrildigi

durumda elde edildigi gorulmustar (Sekil 5.77).
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Sekil 5.76. (A) Saf B33 molekulune ait, (B) AMP , (C) GMP, (D) CMP,
(E) TMP, (F) UMP ile B33 molekulintn 37°C ‘de 12 saat inkliibasyonu sonucu
elde edilen karisiminin DHB matriksi kullanilarak elde edilmis MALDI-TOF MS

spektrumu (inkibasyon mol orani:1:1)
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Sekil 5.77. B33-GMP kompleksine ait MALDI-TOF MS spektrumu

B19 molekulu ile yapilan ¢alismalarda inkibasyon mol oraninin kompleks olusumu
uzerinde etkisi oldugu tespit edildiginden, inkibasyona konulan nukleotidin mol

sayisi 20 kat artirilarak yeni inkibasyon seti olusturulmustur.

0.25 mM, 100 pl B33, 5 mM 100 pl nikleotid ¢ozeltilerinin her biri ile ayri ayri, 10 mM
amonyum asetat tamponu ve 5 mM NaCl ortaminda ( pH:7.14) 7 saat inklbe edilmistir.
inkiibasyon mol orani 1:20 olan ¢ozeltiden 7 saat sonra 10 ul alinarak 50 ul DHB
matriksi ile kangtirilip vortekslenmis ve 1 pyl MALDI plate Uzerine spotlanmigtir. Sekil
5.78de B33 ve 1:20 mol oranli inkibasyon ¢ozeltilerinin MALDI-TOF MS spektrumu
verilmistir. inkiibe edilen oligoniikleotidlerden AMP, GMP ve CMP’nin B33 ile etkilesime
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girdigi tespit edilmistir (Sekil 5.78B-D). TMP ve UMP inkibasyonlarinda elde edilen
spektrumlarda, incelenen bdlgede bazi pikler gorulmus ancak tanimlanamamistir. Bu
nedenle yalnizca AMP, GMP ve CMP komplekslerinin varligi izlenmistir. CMP-B33

kompleksleri yildiz isareti ile belirtiimistir.
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Sekil 5.78. (A) Saf B33 molekuline ait, (B) AMP, (C) GMP, (D) CMP, (E) TMP,

(F) UMP ile B33 molekulinin 37°C ‘de 7 saat inkUbasyonu sonucu elde edilen

karisiminin DHB matriksi kullanilarak elde edilmis MALDI-TOF MS spektrumu

(inkbasyon mol orani:1:20). AMP/ GMP- B33 komplekslerinin bulundugu bolge
daire icine alinmistir. CMP-B33 kompleksleri yildiz isareti ile belirtilmistir.
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5.7.2. Kloro-2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-benzimidazol-2-I) piridinpaladyum(ll)
kloriir Bilesigi, B35.

Sekil 5.79'da B35 bilesiginin sentez semasi ve kimyasal yapisi verilmistir. B33
bilesigi ile ayni ligand ancak farkli metalden olusan bilesigin sudaki
¢OzunarlGgunun yeterli dizeyde oldugu goruldikten sonra MALDI-TOF MS ile
yapisi tayin edilmistir.
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B35

Sekil 5.79. Kloro-2,6-bis(1,3-propilsiulfonat-benzimidazol-2-l)piridinpaladyum(ll)
klorar, B35

Sekil 5.80'de B35 molekilinin, DHB matriksi kullanilarak (B35:DHB, 1:5) elde
edilmis katle spektrumu verilmistir. Molekll formilli CosH23ClK2NsOgPdS,  olarak
verilen bilesigin, batin halinde iyonlasabildigi gérulmuagstir. m/z 804-818 araliginda
gorilen pik grubunun, yapinin bitin halde iyonlastigi durum ile [B35 —CI+K]"
mekanizmasi ile iyonlastigi durumda olusabilecegi dugunulmustuar. Bu iyonlasma
sekillerine ait cihazda hesaplanan teorik deger ve deneysel sonug Sekil 5.81'de
kargilastiriimistir. Deneysel sonucun (5.81C), Sekil 5.81A ve B ‘de verilen piklerin
bilesiminden olustugu tespit edilmistir. Yani yapinin hem butiin halde hem de klor
kaybederek iyonlasabildigi gorulmustir. Diger iyonlasma mekanizmalari Sekil
5.80B’de gosterilmistir. Yapidan bir potasyum kopmasindan sonra Pd atomunun

da ayrilabildigi tespit edilmigtir.
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Sekil 5.80. B35 bilesiginin (A) DHB matriksi ile elde edilmis MALDI-TOF MS
spektrumu, (B) genisletilmis kutle spektrumu
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Sekil 5.81. B35 molekulinin (A) B35-CI+K, teorik , (B) buttin halde, teorik,
(C) DHB matriksi kullanilarak elde edilen MALDI-TOF MS deneysel spektrumu
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B35-nukleotid baglanmalarini incelemek amaciyla, inkibasyon mol orani 1:1 ve
1:20 olan inklibasyon deney setleri hazirlanmistir. Her bir nukleotid ayri ayri B35

ile inkiibe edilmistir (10 mM amonyum asetat tamponu ve 5 mM NaCl ortaminda).
e 0.25mM, 100 pl B35, 0.25 mM 100 pl nukleotid (12 saat)
e 0.25mM, 100 pl B35, 5 mM 100 pl nukleotid (7saat)

inkiibasyon ¢ozeltileri 1:5 oraninda DHB matriksi ile karistirilip, vortekslenmis ve 1

Ml MALDI plate Gzerine spotlanmigtir.

Sekil 5.82 ve 5.83'de her iki mol oranindaki inkibasyon gozeltilerine ait kutle
spektrumlari, B35 ‘in kltle spektrumu ile karsilastirmali olarak verilmistir.
Kompleks olugsumu durumunda pik elde edilmesi gereken bolgeler kesikli gizgiler
arasina alinarak belirtiimigtir. Bu bodlgede guraltu pikleri diginda, anlamli katleler
tespit edilmemistir. Bu durum B35 ile nuUkleotidlerin etkilesime girmedigini

gOstermisgtir.

Elde edilen bu sonuglar, literatirde palladyum iceren komplekslerin (ilag
adaylarinin) ¢cabuk hidroliz oldugu, ¢ozelti fazinda gabuk pargalanarak ¢ok reaktif
ancak hedef molekdullerle etkilesemeyen pargalanma urtnlerine dénustigu bilgisini

dogrulamistir [194].
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Sekil 5.82. (A) Saf B35 molekuline ait, (B) AMP, (C) GMP, (D) CMP, (E) TMP, (F)
UMP ile B35 molekilinin 37°C ‘de 12 saat inklibasyonu sonucu elde edilen
karisiminin DHB matriksi kullanilarak elde edilmis MALDI-TOF MS spektrumu
(inkibasyon mol orani:1:1). Kompleks olusumu durumunda pik elde edilmesi
gereken bolgeler kesikli gizgiler arasina alinarak belirtilmistir.
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Sekil 5.83. (A) Saf B35 molekuline ait, (B) AMP , (C) GMP, (D) CMP, (E) TMP,
(F) UMP ile B35 molekulinin 37°C ‘de 7 saat inkUbasyonu sonucu elde edilen
karisiminin DHB matriksi kullanilarak elde edilmis MALDI-MS spektrumu
(inkibasyon mol orani:1:20). Kompleks olusumu durumunda pik elde edilmesi
gereken bolgeler kesikli gizgiler arasina alinarak belirtilmistir.
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5.8. B19, B33 ve B35 Molekiillerin Antikanser Aktivitelerinin Belirlenmesi

B19 molekulu ile yapilan ntkleotid, oligonukleotid, GSH ve protein etkilesimleri ve
B33 molekull ile yapilan nukleotid etkilesimleri ¢calismalarinda elde edilen uygun
sonuglar, s6z konusu molekullerin saglikli ve kanserli hicre hatlari Uzerindeki
etkilerinin de incelenmesi gerektigini dusundurmagtuar. Farkh metallere ayni ligand
baglanmasi ile elde edilen molekullerin, hucre hatlari Uzerindeki sitotoksik
etkisinin belirlenmesi amaciyla B35 molekulu de sitotoksisite denemelerine tabi

tutulmustur.

J/\\L 18 \‘\ R Koss SOK
. X g | ﬂ N J ¢ j\ (r
ﬁ>~ 40 e L
RO | oo |
B19 B33 B35

(A) (B) (C)

Sekil 5.84. (A) Kloro-2,6-bis (N-metil-benzimidazol-2-il) piridinplatin(ll)klortr; B19,
(B) Kloro-2,6-bis(1,3-propilsulfonat-benzimidazol-2-il)piridinplatin(ll)klorir; B33, (C)
Kloro-2,6-bis(1,3-propilsilfonat-benzimidazol-2-il) piridinpaladyum(ll)klortr; B35
molekullerinin kimyasal yapilari

Sekil 5.84’te kimyasal yapilari verilen bu bilesiklerin hlicre buyumesi Uzerine olan
etkisi hesaplanarak % 50 hlcre buyumesini engelleyen bilesik derigsimi (ICso)

hesaplanmistir (cizelge 5.5).

Cizelge 5.5. Cisplatin, B19, B33, B35 molekullerinin hesaplanan ICsy degerleri.

IC50 (uM)
Cisplatin 104,8
B19 131,9
B33 181,4
B35 GY

GY: Gozlem yapilamadi.
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Sekil 5.85. Cisplatin ve turevlerinin (A) PC-3 Prostat kanseri hiicre hatti ve (B)
Normal prostat hicre hattt PNT1A Uzerine etkisi.

CDDRP ve ilag adaylari icin verilen ICso degerlerine bakildiginda B19 molekdillerinin
CDDRP ile yarisabilecek seviyede toksik etki gosterdigi, Sekil 5.92A’da verilen canli
hicre sayisi-derigimi bar grafigine bakildiginda 150-200 uM’lik ila¢ uygulandiginda
B19’un CDDP’den daha fazla kanserli hicre 6lumine sebep oldugu izlenmistir.
Normal Prostat Hicre hattt PNT1A Uzerinde yapilan deneylerde CDDP’nin saglikli

hicreleri 6ldirme oraninin B19’dan fazla oldugu bulunmustur. Bu durum B19 ‘un
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ICso degeri Cisplatinden fazla olsa bile antikanser olarak kullanilabilme ihtimalini

desteklemistir.

B33 molekulinun hesaplanan I1Csy degeri, CDDP’den yuksek olmasina ragmen,
normal prostat hucre hatti PNT1A Uzerine etkisine bakildiginda bu derisimdeki
ilacin saglikh hcreleri o6ldiurme oraninin CDDP’den daha dusuk oldugu
bulunmustur. B35 molekulinin kanserli ve normal prostat hicreleri Gzerine etkisi

izlenmemigtir. Bu nedenle B35 molekulu ileri galismalarda kullaniimamistir.

Sitotoksisite testi antikanser aktivitesini belirleyen tek parametre olmadigindan,
ileri calismalarda, B19 ve B33 molekillerinin PC-3 hatlarinda DNA sentez
inhibisyonuna etkilerinin tespit edilerek antiproliferatif aktivitelerinin (yayilma

Onleyici) hesaplanmasi gerektigi disunulmastir.

Sekil 5.86’da ilag adaylari ve CDDP’nin timorli A549 hiicre hatti Gzerindeki etkisi
g6sterilmistir. ilag adaylarinin hig birisinin A549 hiicreleri ilizerinde sitotoksik etki
gOsteremedigi tespit edilmigtir. Bu nedenle saglikli A549 hicre hatlar ile deneme
yapllmamistir. B35 molekulinin hem PC-3 hem de A549 hucre hatlar Uzerinde
sitotoksik etki gosterememesinin, MALDI-MS analizinde tespit edilen, palladyum
atomunun yapidan ayrilmasi ve bilesigin higbir formunun nkleotidlerle kompleks
yapmamasi ile iligskilendirilebilecedi dusundimustir. Bu iki sonucun birbirini

destekler nitelikte oldugu tespit edilmigtir.

1001
Kontrol

50 uM

100 uM
150 uM
200 uM
250 uM

goomcn

Hiicre sayisi 10x3

Sekil 5.86. Cisplatin ve turevlerinin akciger kanseri hiicre hatti A-549 Uzerine
etkisi.
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6. TOPLU SONUCLAR

Bu tez kapsaminda, “Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il) piridinplatin(ll) klorar”
molekulinin (B19), ESI-QTOF-MS ve MALDI-TOF MS teknikleri ile
karakterizasyonu gerceklestiriimistir ve in vitro ortamda biyomolekullerle
etkilesimleri kutle spektrometrisi kullanilarak detayl olarak incelenmistir. B19
molekulinun turevi olan B33 ve B35 molekulleri MALDI-TOF MS’de karakterize
edilmis ve nukleotidlerle etkilesimleri incelenmigtir. S6z konusu yapilarin PC3
prostat ve A549 akciger kanseri hucre hatlarinda anti kanser aktiviteleri test

edilmistir.

> B19 molekuli THAP, DHB, ATT, CHCA, 3-HPA matriksleri kullanilarak
MALDI-TOF MS’de analiz edilmistir. S6z konusu bu matrikslerin hepsi ile
anlamli  spektrumlar elde edilebilmisti. DHB matriksi ile elde edilen
spektrumlarda ayiricilik ve S/N oranin daha yuksek olmasi sebebiyle ileri
analizlerde DHB matriksinin kullaniimasi uygun goralmagtar.

> lyonik halde bulunan [B19-CI]* yapisinin MALDI-TOF MS sisteminde elde
edilen teorik ve deneysel spektrumlari karsilastiriimig, herhangi bir transfer
olmaksizin iyonlastigi tespit edilmistir.

> [B19-2ClI]"? iyonuna DHB matriksinden H* transferi ve MALDI tabakasi-
matriks ara yuzeyinden 2e” katilimi ile tek yUklG iyon olusumu gergeklestigi
bulunmustur.

» Deneysel ESI-MS spektrumlari ve teorik sonuglar karsilastiriimis, [B19-
2CI]" yapisinin proton vererek iyonlastigi tespit edilmistir.

» AMP, GMP, CMP, UMP ve TMP nukleotidlerinin MALDI-TOF MS ile analizi
icin uygun matriks sec¢imi denemeleri yapilmigtir. Her bir nukleotid THAP,
DHB, ATT, CHCA, 3-HPA matriksleri kullanilarak MALDI-TOF MS’de analiz
edilmistir. En uygun matriksin DHB oldugu tespit edilmistir.

» MALDI-TOF MS ile UMP negatif diger nukleotidler ise pozitif iyonlasma
modunda izlenebilmigtir.

» ESI-MS Analizleri igin sartlar optimize edilmis ve pargalayici voltaj degeri
nukleotidler ve B19 vyapisi igin 175 V, akis hizi 0.5 pl /dk olarak

belirlenmistir.
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Yapilan ilk denemelerde tim nukleotidlerin K2 formundaki B19 ile kompleks
olusturdugu ve 3-HPA matriksi haric tUm matrikslerin K2 komplekslerini
izlemede kullanilabilecegi gorulmustur.

B19-nukleotid kompleksleri MALDI-TOF MS'’te pozitif iyonlasma modunda
tayin edilmigtir.

DHB martiks; B19, oligonukteotid ve komplekslerin analizinde ortak ve tek
martiks olarak segilmigtir.

MALDI-TOF MS caligmalari sonucu elde edilen deneysel ve teorik
spektrumlarin uyum iginde oldugu, negatif yiiklii niikleotidler ile [B19-2CI]"
molekilinin etkilegsimi ile olugsan pozitif yikli kompleksin, herhangi bir H*
transferine gerek olmadan, dogrudan iyonlastigi tespit edilmigtir.

Nukleotid: B19 mol orani 30:1 oldugu durumda kompleks olusumunun 24
saate tamamlandigi, inkubasyon suresinin 46 saate uzatilmasinin
komplekslere ait kuatle/ydk sinyallerinde bir artisa sebep olmadigi
gOrulmustar.

B19:nukleotid mol orani 1:30 olan ¢ozeltiler 24 saat inklube edildikten sonra,
inkiibasyon c¢ozeltilerinin ESI-MS ile de analizi yapillmis ve tim
nikleotidlerin B19 ile kompleks olugsumu iyon sec¢imli modda tespit
edilmigtir.

Yapilan galismalar sonucunda elde edilen spektrumlar sentezlenmis olan
B19 molekulinun antikanser ilag aday olma sartlarindan en 6nemlisi olan
DNA baz birimleriyle etkilesime girme zorunlulugunu sagladigini
gostermistir.

in vivo hiicre ortamini taklit etmek amaciyla 5 mM NaCl ortaminda, tampon
olarak amonyum bikarbonat kullaniimig, mol orani 1:1 de sabit tutularak,
O0zgun etkilesimlerin  varhdr incelenmigtir. Yalnizca AK ve GK
komplekslerinin varhdi net olarak tespit edilebilmistir. 3 ve 24 saatlik
inkiibasyon surelerinin kompleks olusumuna belirgin bir etkisi olmadigi
gorulmustar.

In vitro ¢alismalarda hicre igi ortam sartlarini saglayan g¢alismalarda olumliu
sonuglar alinmasi Uzerine, hicre disi ortami temsil eden 100 mM NaCl
ortaminda spesifik etkilesim kompleks olusumu incelenmigtir. Yalnizca AK

kompleksini temsil eden m/z degerinde zayif sinyal elde edilmistir. Diger
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nukleotidlerle pik alinamamasi B19 ile kompleks olusturmadiklarini
gostermistir.

Yarismali inkibasyonda, GMP ve AMP ile etkilesiminin diger
oligonukleoctidler ile olan etkilesimlerden hizl oldugu, TMP, UMP ve CMP ile
etkilesiminin yavas da olsa tayin edilebilir 6lgide kompleks olusturdugu
tespit edilmigtir.

B19 ile 6zgun etkilesime giren ve 1:1 mol oranindan itibaren kompleks
yapabilen nikleotidin GMP oldugu tepsit edilmistir. Ardindan AMP sonra
TMP ve UMP geldigi belirlenmistir. Minimum etkilesimin ise CMP ile oldugu
kUtle spektrometrik olarak belirlenmistir.

GK ve AK komplekslerin anlik etkilesimlerinin, oda sartlarinda dahi
kompleks olusumuna sebep oldugu bulunmustur.

Bilesenlerin ESI-MS ile elde edilen kutle spektrumlari ve B19 kalibrasyon
egrisi degerlendirilmis, GMP diginda, dort saatlik inkilbasyon sonrasi hem
1:1 hem de 1:20 mol oranindaki inkubasyonlarda diger nukleotidlerin
miktarinda degisim olmamasi, dort saatlik inkibasyon suresinin yalnizca
B19-GMP kompleksinin olusumu igin yeterli oldugunu gostermistir.

GSH peptidi ve bu peptidin B19 ile yapmis oldugu kompleks MALDI-TOF
MS ile tayin edilmistir. inkilbasyon siresinin uzatilmasinin kompleks
olusumunu negatif yonde etkiledigi tespit edilmistir.

Farkli baz dizilimine sahip 3 adet oligonikleotid zinciri (ON1, ON2, ON3)
pozitif iyonlasma modunda, DHB matriksi kullanilarak MALDI-TOF MS
sisteminde analiz edilmistir.

ON1, ON2, ON3 oligonukleotidleri B19 ile inkibe edilmis ve kompleks
olusumlari MALDI-TOF MS ile tespit edilmigtir. Kompleks olusumunun baz
diziliminden bagimsiz oldugu bulunmustur. ON1 oligonukleotidinin iki adet
B19 ile etkilesime girebilmesi B19’un cisplatinden farli olarak DNA ile
etkilesime girebildigini gostermigtir.

GSH ve ON1 oligonukleotidi yarigmali ortamda B19 ile inkube edilmistir.
ON1-B19 kompleksinin olusumunun GSH varligindan etkilenmedigi ancak
GSH-B19 kompleks olusumu siddetinin ON1 oligonukleotidi varliginda
belirgin sekilde azaldigi, B19 yapisinin ON1 ile kompleks olugturma

egiliminde oldugunu gostermistir.
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Anlik etkilesimde 1:1 mol oraninda ON1-B19 kompleksinin maksimum
seviyede olustugu ve ON1 mol sayisi arttikgca kompleks olusumunun
azaldigi tespit edilmigtir. ON1 Gzerinde 3’ G-A-G etkilesiminin B19 igin en

yuksek ihtimalli etkilegim oldugu tespit edilmistir.

Cyt C, ubiqutin ve lizozim proteinlerinin ve bu yapilarin B19 ile inkibasyonu
sonucu elde edilen komplekslerin MALDI-TOF MS sisteminde, sinapinik asit
matriksi ile yapilari tayin edilmistir. ESI-MS kullanilarak da bu yapilarin

analizleri gergeklestiriimistir.

MALDI-TOF MS analizlerinde Cyt C - B19 kompleksi igin optimum
etkilesimin 1:9 mol oraninda ve 24 saat inkUbasyon sonrasi elde edildigi
gOrulmustar. Ubiqutin- B19 ve Lizozim-B19 kompleksleri igin 1:9 mol oranin
ideal oldugu ve kompleks olusumunun inkubasyon suresine bagli olmadigi
bulunmustur.

ESI-MS kullanilarak, Cyt C-B19 kompleksleri; [Cyt C-B19]" (n:11-16)
iyonlari ile, Ubiq -B19 kompleksleri [ubig-B19]" (n:7-12) iyonlari ile ve Liz-
B19 kompleksleri [Liz-B19]" (n:7-12) iyonlari ile tespit edilmistir.

Farkli pl de@erlerine sahip olan proteinlerin B19 molekult ile kompleks
olusturabilmesi protein-B19 etkilesiminin protein u¢ gruplari Gzerinden
gerceklesmedigini gostermistir.

B19 turevi, yeni ilag adaylari olan B33 ve B35 molekullerinin MALDI-TOF
MS’te yapilari tayin edilmistir.

B33'in AMP, GMP ve CMP ile kompleks olusturdugu MALDI-TOF MS’de
tespit edilmigtir.

B35 molekllindn yapisindan Pd atomunun ayrildigi ve nukleotidlerle
etkilesime giremedigi bulunmustur.

B19, B33 ve B35 yapilarinin PC-3 prostat kanseri hicre hatti, normal
prostat hucre hattt PNT1A ve akciger kanseri hucre hatti A-549 Uzerine
etkisini incelemek amaciyla sitotoksisite c¢alismalari yapilmistir. ICso
degerleri hesaplanmistir. B19, ve B33 igin ICso (UM) degeri sirasiyla; 131.9,
181.4 olarak bulunmustur. B35 igin gozlem yapilamamisgtir.
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» CDDP ve ilag adaylar icin verilen ICso degerlerine bakildiginda B19
molekullerinin CDDP ile yarigabilecek seviyede toksik etki gOsterdigi
bulunmusgtur. Normal Prostat Hucre hatti PNT1A Uzerinde vyapilan
deneylerde CDDP’nin saglikh hicreleri 6ldirme oraninin B19’dan fazla
oldugu bulunmustur. Bu durum B19 ‘un ICs, degderi cisplatinden fazla olsa
bile antikanser olarak kullanilabilme ihtimalini desteklemistir.

» B33 molekulinin hesaplanan ICsy, degeri, CDDP’den ylUksek olmasina
ragmen, normal prostat htcre hattt PNT1A Uzerine etkisine bakildiginda bu
derisimdeki ilacin saglikh htcreleri 6ldirme oraninin CDDP’den daha duslk
oldugu bulunmustur.

> llag adaylarinin hi¢ birisinin A-549 hiicreleri (izerinde sitotoksik etki

gOsteremedigi tespit edilmistir.
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Sekil 1. B19-DNA etkilesimine ait UV spektrumu [166].
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Cizelge 1. Farkli mol orani ve inkubasyon sureleri sonucu ESI-MS sistemine gore
hesaplanan, kalan B19 miktari.

B19
INKUBASYONA | BASLANGIC | INKUBASYON KALAN |KOMPLEKSIN
GIREN iYONU DERISIiMI SURESI (SAAT) B19 ADI
347.06 ve
B19-AMP1-1-4s 535.12 0,01 4 0.01 AK-1-1-4s
347.06 ve
B19-AMP1-1-24Hs 535.12 0,01 24 0.0034 AK-1-1-24s
347.06 ve
B19-AMP1-20-4s 535.12 0,01 4 0.01 AK-1-20-4s
347.06 ve
B19-AMP1-20-24s 535.12 0,01 24 0.0059 AK-1-20-24s
347.06 ve
B19-MiX-1-20-4s 535.12 0,01 4 0,008
347.06 ve
B19-MiX-1-20-24s 535.12 0,01 24 0,004
B19
iINKUBASYONA | BASLANGIC iINKUBASYON KALAN |KOMPLEKSIN
GIREN IYONU DERIiSIMI SURESI (SAAT) B19 ADI
363.06 ve
B19-GMP-1-1-4s 535.12 0,01 4 0,0039 GK-1-1-4s
363.06 ve
B19-GMP-1-1-24s 535.12 0,01 24 0,0058 GK-1-1-24s
363.06 ve
B19-GMP-1-20-4s 535.12 0,01 4 0,0055 GK-1-20-4s
363.06 ve
B19-GMP-1-20-24s 535.12 0,01 24 0,0031 GK-1-20-24s
363.06 ve
B19-MiX-1-20-4s 535.12 0,01 4 0,008
363.06 ve
B19-MiX-1-20-24s 535.12 0,01 24 0,004
B19
INKUBASYONA | BASLANGIC | INKUBASYON KALAN |KOMPLEKSIN
GIREN IYONU DERIiSIMI SURESI (SAAT) B19 ADI
323.05 ve
B19-CMP-1-1-4s 535.12 0,01 4 0.01 CK-1-1-4s
323.05 ve
B19-CMP-1-1-24s 535.12 0,01 24 0.0055 CK-1-1-24s
323.05 ve
B19-CMP-1-20-4s 535.12 0,01 4 0.01 CK-1-20-4s
323.05 ve
B19-CMP-1-20-24s 535.12 0,01 24 0.0062 CK-1-20-24s
323.05 ve
B19-MiX-1-20-4s 535.12 0,01 4 0.008
B19-MiX-1-20-24s 0,01 24 0.004
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B19
INKUBASYONA | BASLANGIC | INKUBASYON | KALAN [KOMPLEKSIN
GIREN iYONU DERISIMi | SURESI (SAAT) B19 |ADI

322.06 ve

B19-TMP-1-1-4s 535.12 0,01 4 0.01 TK-1-1-4s
322.06 ve

B19-TMP-1-1-24s 535.12 0,01 24 0.006 TK-1-1-24s
322.06 ve

B19-TMP-1-20-4s 535.12 0,01 4 0.01  TK-1-20-4s
322.06 ve

B19-TMP-1-20-24s 535.12 0,01 24 0.004 TK-1-20-24s
322.06 ve

B19-MiX-1-20-4s 535.12 0,01 4 0.008
322.06 ve

B19-MiX-1-20-24s 535.12 0,01 24 0.004

B19
INKUBASYONA | BASLANGIC | INKUBASYON | KALAN |KOMPLEKSIN
GIREN iYONU | DERiSiMi | SURESI (SAAT) | B19 |ADI

324.04 ve

B19-UMP-1-1-4s 535.12 0,01 4 0.01 UK-1-1-4s
324.04 ve

B19-UMP-1-1-24s 535.12 0,01 24 0.008  UK-1-1-24s
324.04 ve

B19-UMP-1-20-4s 535.12 0,01 4 0.009  UK-1-20-4s
324.04 ve

B19-UMP-1-20-24s  535.12 0,01 24 0.004  UK-1-20-24s
324.04 ve

B19-MiX-1-20-4s 535.12 0,01 4 0.008
324.04 ve

B19-MiX-1-20-24s 535.12 0,01 24 0.004
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