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Oz

Bu galismada antikanser ve antioksidan ajan olarak kullanilabilecek dtb ligandi ve bu ligantin

[Cu(dtb)(phen)]?* kompleksi ile galisilmistir. Antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi icin DPPH

radikali stptrme yontemi kullanilmistir. Dtb ligandi diisiik antioksidan aktivite gosterirken bu
Anahtar kelimeler  |igantin Cu(ll) kompleksinin iyi bilinen bir antioksidan olan C vitamini kadar yiiksek antioksidan
Antioksidan; Topo-l;  aktivite gdsterdigi gorilmistiir. Topoizomeraz-l inhibisyonu aktivitesi calismasinda pBR322

Cu(ll); Benzimidazol  plazmid DNA’sinin relaksasyonu agaroz jel elektroforez yéntemiyle takip edilmistir. Antioksidan
aktivitede oldugu gibi topoizomeraz-I inhibisyonu aktivitesinde de dtb ligandi dusik etki
gosterirken bakir kompleksi uM gibi dustk derisimde bile inhibisyon gercgeklestirebilmistir.
[Cu(dtb)(phen)]2* kompleksinin ileri in-vivo ve in-vitro antikanser ¢alismalarinin yapilmasi halinde
antikanser ve antioksidan ajan olarak kullanilabilme potansiyelinin yiiksek oldugu gérilmustar.

Comparison of Antioxidant and Topoisomerase | Inhibitor Activities
of Sulfur Containing Ligand and Copper Complex

Abstract

In this study, dtb ligand and its [Cu (dtb) (phen)]%* complex which can be used as anticancer and

antioxidant agent were studied. DPPH radical scavenging method was used to determine the

Keywords antioxidant activities. The dtb ligand had low antioxidant activity, while the Cu (II) complex of

Antioxidant; Topo-l;  this ligand had as high antioxidant activity as vitamin C, a well-known antioxidant. In the

topoisomerase-| inhibition activity study, relaxation of pBR322 plasmid DNA was followed by

agarose gel electrophoresis method. In addition to antioxidant activity, dtb ligand had a low

effect on topoisomerase-| inhibition activity, while the copper complex was able to inhibit even

at low concentrations such as 10 uM. The obtained results show [Cu (dtb) (phen)]2* complex has
a high potential to be used as an anticancer and antioxidant agent.
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Cu(ll); Benzimidazole

1. Giris antioksidanlar veya ROS ile birlestirilebilecek

Antioksidanlar icin genel tanim reaktif oksijen eslesmemis elektron iceren molekiiller  gibi

tirlerinin (ROS) insan normal fizyolojik fonksiyonlari maddeler oldugunda durdurulabilir.

Gzerindeki olumsuz etkilerini azaltmaya veya en aza

indirmeye yardimci  olan maddeler olarak ROS'un neden oldugu DNA hasari, yaslanmaya ve

bilinmektedir (Cornelli 2009). hastaliga katkida bulunan bir faktérdir (Katekhaye

and Kale 2012). Birikmis ROS miktari antioksidanlara

ROS kendini daha kararli hale getirebilmek icin oktet galip geldiginde, oksidatif stres olarak bilinen bir

tamamlamak amaciyla karsisindaki molekdli durum  olusur. Bu  oksidatif ~stres sonunda

oksitler ve bu durum bir zincir reaksiyonunun iftihaplanma, kardiyovaskdler hastalik,

o . karsinogenez, noérodejeneratif hastaliklar ve
olusumuna neden olur. Bu zincir reaksiyon,


mailto:ufukyildiz@beun.edu.tr

Kiikiirt iceren Ligand ve Bakir Kompleksine Ait Antioksidan ve Topoizomeraz I inhibitér Aktivitelerin Karsilastiniimasi, Yildiz

ateroskleroz gibi patolojik durumlara yol acacaktir
(Giugliano, Ceriello et al. 1995, Reuter, Gupta et al.
2010).

DNA-topoizomerazlar replikasyon, transkripsiyon,
rekombinasyon ve kromatin diizenlenmesi gibi DNA
metabolizmasi olaylarinda sik¢a goérev alan ¢ok
(TOPO 1)
monomeriktir ve DNA siiper sarmalini ATP-bagimsiz

onemli enzimlerdir. Tip | enzimler
bir sekilde tek zinciri gegici olarak kirarak kivrimi
rahatlatir. Tip Il (TOPO Il) topoizomerazlar ise
dimeriktir ve ATP-bagimli sekilde DNA ¢ift zincirinin
gegici
Topoizomerazlarin DNA

olarak kesilmesini katalizler.
diizenlenmesi  ve
replikasyonu Uzerindeki bu son derece o©nemli
gorevleri sebebiyle bu enzimlerin fonksiyonunu
kaybetmesi hiicreleri tamamen savunmasiz birakir.
Sonug olarak topoizomerazlari hedefleyen ajanlar
topoizomeraz aktivitesini sinirladigl icin kanser
tedavisindeki etkinliklerini kanitlamislardir (Fortune,

Velea et al. 1999, Suzuki and Uyeda 2002).

Kikart birgcok biyolojik ve kimyasal reaksiyonda rol
oynar. Kiikirt iceren bilesiklerin antioksidan aktivite
gosterdikleri  bilinmektedir  ve  antioksidan
aktivitelerinin F ve Br gibi halojen atomlari varliginda
ylkseldigi  gosterilmistir  (Bhaskara  Reddy,
Srinivasulu et al. 2015, Joseph and Janaki 2016).
Kakartla bilesiklerin bakir (1) kompleksleri yiksek
antioksidan aktivite ve kalp koruyucu etkiler
Robotka et al. 2007,
2016). Metal

durumda ligandlarin

gosterebilmektedir (Sas,
Srivastava, Blower et al.
koordinasyonu  birgok

farmokoljik  aktivitesini artirmaktadir.  Yapilan
antioksidan calismalarinda bakir komplekslerinin
daha
antioksidan aktiviteye sahip olduklari goralmustir

(Martinez Medina, Naso et al. 2019).

tek basina ligandlara kiyasla yuksek
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Sekil 1. Calismada incelenen bilesikler.

Bu calismada daha 6nce sentezlenmis (Yildiz and
2019), vyapisinda
gosterebilecek kikirt ve azot gibi atomlarin yaninda

Coban antioksidan aktivite
buna katki saglayacak flor atomu barindiran 8-
(diflorometoksi)-3,4-dihidro-2H-[1,3]tiazino[3,2-a]

benzimidazol (dtb) (Sekil 1) ligandinin antioksidan
ve topoizomeraz | inhibisyonu aktivitesi ¢alisiimis ve
bakir (11) metal kompleksinin ([Cu(dtb)(phen)]**) bu

aktiviteler Uzerine etkisi belirlenmistir.

2. Materyal ve Metot
Kullanilan kimyasallar aksi belirtiimedik¢e Sigma-

Aldrich  firmasindan  temin edildi. UV-Vis
absorbsiyon  olglimleri  Varian  Cary 100
spektrofotometre cihaz kullanilarak

gerceklestirilmistir. Yatay elektroforez ¢alismasinda
Thermo Electron Corporation EC-330 Midicell Primo
sistemi kullanilmistir.

2.1 Antioksidan Aktivite Belirlenmesi

Bilesiklerin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal
tutma aktivitesi literatlirde kic¢lk degisiklikler
yapilarak belirlendi (Blois 1958). DPPH 517 nm dalga
boyunda absorbsiyon bandi olan kararl bir serbest
radikaldir (DPPH-). Hidrojen atomu verebilecek bir
madde varliginda indirgenerek menekse moru
rengini kaybeder. Calismada 517 nm dalga boyunda
yaklasik 0,75 absorbans yapan 0,5 mM DPPH
¢Ozeltisi etanol icerisinde hazirlanmistir. Reaksiyon
karisiminda sirasiyla 0, 10, 20, 40, 80 ve 100 uM
olacak sekilde etanol icerisinde ¢ozllerek hazirlanan
ornek ¢ozeltisinin (ligand ya da bakir (Il) kompleksi)
0,2 mL’si 1,8 mL DPPH ¢ozeltisi Gzerine eklenmistir.
Karisim oda sicakliginda 30 dakika etkilesim igin
birakilmis ve 517 nm’deki absorbansi sahit olarak
etanol kullanilarak kaydedilmistir. Tutulan DPPH
ylzdesi asagidaki gibi belirlenmistir:

%DPPH = (Ac—As) / Acx 100

yalnizca DPPH, A; farkli
derisimlerde (20-100 uM) 6rnek eklenmesi sonrasi
DPPH
bilesik
derisimi (ECso) hesaplanarak bilinen antioksidan

A¢ reaksiyon oOncesi

karisimin absorbansini ifade etmektedir.

radikalinin yariya dismesi icin gerekli

maddelerle karsilastiriimistir
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2.2 Topoizomeraz | Inhibisyonu Aktivitesi

Belirlenmesi

Topo | inhibisyonu TopoGEN kitinde anlatildig
sekilde gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisimi (10
ulL) érnek ¢ozeltisi, DNA, tampon ¢ozeltisi, 1U topo |
ve su icermektedir. Karisim 30 dakika 37 C° sicaklikta
inklibe edildi ve %10 SDS (Sodyum dodesil siilfat),
%25 bromofenol mavisi ve %50 gliserol iceren boya
¢Ozeltisi ile sonlandirild.

Reaksiyon driinleri %1 agaroz jel tzerine yuklendi.
Elektroforez tamponu olarak pH 8,5 TAE (Tris-
asetat-EDTA) ¢ozeltisi kullanildi ve 15 voltta 3 saat
elektrik akimi uygulandi. Son olarak etidyum bromr
¢Ozeltisi banyosunda boyanarak UV 1sig1 altinda
fotograflandi.

3. Bulgular
Ligand ve metal kompleksi igin antioksidan ve topo |
inhibitor aktivite sonuglari asagida agiklanmistir.

3.1 DPPH Radikali Siipiirme Sonuglari
Molekdillerin  DPPH radikali
onlarin hidrojen ya da radikal elektron verme

siplrme yetenegi

kapasitelerine baghdir (Soare, Dinis et al. 1997). Bu
calismada diger metotlara gore ¢ok daha hizli sonug
verdigi icin dtb ligandi ve bakir kompleksinin
antioksidan aktivitesinin incelenmesinde DPPH

yontemi kullaniimistir.

Calisilan bilesiklerin ve standart antioksidan olarak C
vitaminin farkh derisimleri icin %DPPH slpirme
kabiliyetleri Sekil 2’de gosterilmistir. Bilesikler igin
bu grafikten elde edilen ECso degerleri cizelge 1'de

listelenmistir.
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Sekil 2. Bilesiklerin artan konstrasyonlarina karsi %DPPH
stpirme oranlari.

Standart antioksidan olarak kullanilan C vitamini igin
ECso degeri 38,1 uM olarak hesaplanmistir. Liganda
ait ECso degeri ise C vitaminine kiyasla ¢ok yliksek bir
deger olan 352,3 uM olarak bulunmustur. Ancak
ligandin bakir fenantrolin yapisina baglanmasiyla
elde edilen kompleksin radikal stiplirme kapasitesi
liganda gore muazzam bir artis gostermis ve ECso
degeri C vitaminin de altina 11,6 pM seviyesine
kadar diismustdr.

Cizelge 1. Bilesiklerin ECso degerleri ve 100 uM igin
toplam sipirme ylizdeleri.

Bilesik ECso  Toplam % Sipiirme
dtb 352,3 23,9
[Cu(dtb)(phen)]** 11,6 90,9
Vit C 38,1 88,7
Farkh konsantrasyonlar icin bilesiklerin

karsilastirmali DPPH siliplirme ylzdeleri sekil 3’te
gorilmektedir. Bu sonuglara bakildiginda yine metal
kompleksin C vitamininden daha iyi bir toplam
stplrme yaptigi gérilmektedir.
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Sekil 3. Bilesiklerin karsilastirmali %DPPH slplrme
oranlari.

3.2 Topoizomeraz I inhibisyonu Sonuglari

Topoizomerazlar DNA topolojisinde 6nemli bir rol
oynayan izomeraz enzimleridir (Cuya, Bjornsti et al.
2017). Topo | DNA siiper sarmalindaki tek zinciri
keserek yapinin replikasyon ve transkripsiyon igin
hazirlanmasinda rol alir. DNA baglayici ajanlar
yoluyla bu Topo | aktivitesinin bloke edilmesi kanser
tedavisinde dikkat c¢ekici bir vyol
(Montaner, Castillo-Avila et al. 2005).

olmustur.
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Calismada ligand ve bakir kompleksinin Topo-I

aktivitesi (izerine inhibisyon etkisi agaroz jel
elektroforezi yontemiyle bir plazmid DNA’'nin form
degisimleri takip edilerek arastinimistir. Topo-I
herhangi bir inhibitér olmadiginda sliper sarmal
DNA formunu (Form 1), acik dairesel forma (Form Il)

cevirmektedir.

Artan derisimlerde ligand ve bakir kompleksi
eklenmesinin Topo-| aktivitesi lzerine etkisi sekil
4’te gorilmektedir.

FormIll

Form|

Sekil 4. Artan derisimlerde ligand ve bakir kompleksi
eklenmesinin Topo-I aktivitesi Gzerine etkisi (Hat
1: yalmz DNA, hat 2: DNA + 1U topo-l, hat 3-6:
DNA + 1U topo-l + 10, 20, 50 ve 100 uM
kompleks, hat 7-10: DNA + 1U topo-I + 10, 20, 50
ve 100 uM ligand.

Karisimda topo-l yokken (hat 1) DNA’nin siper
sarmal formda oldugu goriilmektedir. DNA {izerine
yalniz topo-l eklendiginde tim DNA’nin agik dairesel
forma gectigi gorilmektedir. DNA+topo-I karisimi
Gzerine artan konsantrasyonlarda bakir kompleksi
eklenmesiyle 10 uM gibi distk bir derisimde bile
(hat 3-6) topo-l bloke edilerek form II DNA’nin
olusumunun
DNA+topo-I
konsantrasyonlarda ligand eklenmesi (hat 7-10)

engellendigi gorilmektedir.

karisimi Uzerine artan

topo-l aktivitesine belirgin bir inhibitor etkisi
yapmayarak form Il olusumunu engelleyememistir.

4, Tartisma ve Sonug

Sonug olarak dtb ligandi ve [Cu(dtb)(phen)]** bakir
kompleksinin DPPH radikali siplirme yetenekleri ve
topoizomeraz-l enzimini inhibe etme aktiviteleri
DPPH
sipirmek icin 352,3 uM gibi yiliksek

belirlenmistir. Dtb ligandi radikallerinin
yarisini
derisimlere ihtiya¢c duyarken bu ligantin bakir (ll)
fenantrolin  ile  birlesmesiyle elde edilen
[Cu(dtb)(phen)]?** kompleksi DPPH radikallerinin
yarisini 11,6 uM gibi oldukc¢a distk bir derisimde

siplrebilmistir. Dtb ligantinin radikal slipirme

yetenegi barindirdigl kikirt atomunun elektron
verme egiliminden ileri gelmektedir (Nami, Ullah et
al. 2016). Metal komplekslerinde merkezi metal
atomunun ligantin proton verme kapasitesini
gelistirmesi sonucu antioksidan aktiviteye olumlu
katki yaptigi bilinmektedir (Chen, Sun et al. 2009).
bakir

kompleksinin hazirlanmasinin var olan antioksidan

Sonuglar incelendiginde dtb ligandinin
aktivitesi Uzerine yaklasik 30 kat katki yaptigi
gorilmektedir. Bu sonug literatlide anilan merkez
metal atomlarinin antioksidan aktivite Uzerine

olumlu etkisini agik bir sekilde gdstermistir.

Bakir topo-I
akitvitesini inhibe etmesi bilesigi bilinen 6nemli

kompleksinin  disiik  derisimde
topoizomeraz | inhibitorler kadar etkili oldugunu
gostermektedir (Fortune, Velea et al. 1999, Suzuki
and Uyeda 2002). Topo-I inhibisyonu ¢alismasinda
yine bakir merkez metali ligandin diistk aktivitesini

ylkseltmistir.

Bu sonuglar 1siginda dtb ligantinin bakir(ll) metal
kompleksi topo-l inhibisyonu etkisiyle olasi bir

antikanser ajan, vyiksek antioksidan etkisiyle

oksidatif stresi gidermede 6nemli bir bilesik olarak
literatlire kazandirilmistir.

5. Kaynaklar

Bhaskara Reddy, M. V., Srinivasulu, D., Peddanna, K.,
Apparao, C. and Ramesh, P., 2015. Synthesis and
Antioxidant Activity of New Thiazole Analogues
Possessing Urea, Thiourea, and Selenourea
Functionality. Synthetic Communications, 45,
2592-2600.

Blois, M. S., 1958. Antioxidant Determinations by
the Use of a Stable Free Radical. Nature, 181,
1199-1200.

Chen, W., Sun, S., cao, W,, Liang, Y. and Song, J.,
2009. Antioxidant property of quercetin—Cr(lll)
complex: The role of Cr(lll) ion. Journal of
Molecular Structure, 918, 194-197.

Cornelli, U., 2009. Antioxidant use in nutraceuticals.
Clinics in Dermatology, 27, 175-194.

Cuya, S. M., Bjornsti, M.-A. and van Waardenburg,
R. C. A. M., 2017. DNA topoisomerase-targeting

33



Kiikiirt iceren Ligand ve Bakir Kompleksine Ait Antioksidan ve Topoizomeraz I inhibitér Aktivitelerin Karsilastiniimasi, Yildiz

chemotherapeutics: what's new? Cancer
Chemotherapy and Pharmacology, 80, 1-14.

Fortune, J. M., Velea, L., Graves, D. E., Utsugi, T.,
Yamada, Y. and Osheroff, N., 1999. DNA
Topoisomerases as Targets for the Anticancer
Drug  TAS-103: DNA Interactions and
Topoisomerase Catalytic Inhibition.
Biochemistry, 38, 15580-15586.

Giugliano, D., Ceriello, A. and Paolisso, G., 1995.
Diabetes mellitus, hypertension, and
cardiovascular disease: Which role for oxidative
stress? Metabolism, 44, 363-368.

Joseph, J. and Janaki, G. B., 2016. Copper complexes
bearing 2-aminobenzothiazole derivatives as
potential antioxidant: Synthesis,
characterization. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 162, 86-92.

Katekhaye, S. D. and Kale, M. S., 2012. Antioxidant
and free radical scavenging activity of
Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth wood bark
and leaves. Free Radicals and Antioxidants, 2, 47-
57.

Martinez Medina, J. J., Naso, L. G., Pérez, A. L., Rizzi,
A., Okulik, N. B., Valcarcel, M., Salado, C., Ferrer,
E. G. and Williams, P. A. M., 2019. Synthesis,
characterization, theoretical studies and
biological (antioxidant, anticancer, toxicity and
neuroprotective) determinations of a copper(ll)
complex with 5-hydroxytryptophan. Biomedicine
& Pharmacotherapy, 111, 414-426.

Montaner, B., Castillo-Avila, W., Martinell, M.,
Ollinger, R., Aymami, J., Giralt, E. and Pérez-
Tomas, R., 2005. DNA Interaction and Dual
Topoisomerase | and Il Inhibition Properties of
the Anti-Tumor Drug Prodigiosin. Toxicological
Sciences, 85, 870-879.

Nami, S. A. A., Ullah, I.,, Alam, M., Lee, D.-U. and
Sarikavakli, N., 2016. Synthesis, characterization,
molecular docking and biological studies of self
assembled transition metal dithiocarbamates of
substituted pyrrole-2-carboxaldehyde. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology,
160, 392-399.

Reuter, S., Gupta, S. C., Chaturvedi, M. M. and
Aggarwal, B. B., 2010. Oxidative stress,
inflammation, and cancer: How are they linked?
Free Radical Biology and Medicine, 49, 1603-
1616.

Sas, K., Robotka, H., Toldi, J. and Vécsei, L., 2007.
Mitochondria, metabolic disturbances, oxidative
stress and the kynurenine system, with focus on
neurodegenerative disorders. Journal of the
Neurological Sciences, 257, 221-239.

Soare, J. R., Dinis, T. C. P., Cunha, A. P. and Almeida,
L., 1997. Antioxidant Activities of Some Extracts
of Thymus zygis. Free Radical Research, 26, 469-
478.

Srivastava, S., Blower, P. J., Aubdool, A. A, Hider, R.
C., Mann, G. E. and Siow, R. C., 2016.
Cardioprotective effects of Cu(Il)ATSM in human
vascular smooth muscle cells and
cardiomyocytes mediated by Nrf2 and DJ-1.
Scientific Reports, 6, 7.

Suzuki, K. and Uyeda, M., 2002. Inhibitory Properties
of Antitumor Prostaglandins against
Topoisomerases. Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry, 66, 1706-1712.

Yildiz, U. and Coban, B., 2019. Chemical and photo-
induced nuclease activity of a novel minor
groove DNA binder Cu(ll) complex. Journal of
Serbian Chemical Society, 2019, 84, 12.

34



