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BENZOTiYADIAZOLE (2,1,3-) TUREVI iISARETLEYIiCI BILESIKLERIN
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Bu c¢alismada, 4-bromo-7-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-yl)benzo[c][1,2,5]tiyodiazol
ligand1 ve nikel (II) kompleksinin sentezi, karakterizasyonu ve DNA etkilesimleri {izerinde
calisilmistir. Elde edilen ligandlarin karakterizasyonu FT-IR, 'H-NMR, ¥C-NMR, ESI-MS
analiz yontemleriyle gergeklestirilmistir. Bilesiklerin DNA etkilesimleri UV-Vis titrasyonu,

floresans, viskozimetri ve agaroz jel elektroforezi metotlartyla caligilmistir.
UV-Vis titrasyonu sonuglari kompleksin DNA’ya oyuk baglayict olarak baglandigini

gdstermektedir. Baglanma sabiti Ky= 6,4 x 10° M™dir. Yapilan viskozimetri ¢alismalar1 da bu

sonucu desteklemektedir.



OZET (devam ediyor)

Floresans galismalarina gore de sentezlenen kompleksin zayif oyuk baglayici oldugu tespit
edildi. Ayrica kompleksin DNA ile elektrostatik olarak da etkilestigi diistiniilmektedir.
Elektroforez calismalarinda kompleks tek basina DNA iizerinde herhangi bir kirilma
gerceklestirememistir. Ancak yiiksek konsantrosyonda DNA’nin ¢okmesine neden olmustur.
Peroksit varliginda ise kompleks DNA’da o©nemli hasarlara yol a¢mistir. Yiiksek
konsantrasyonlardaki ¢okme kompleksin DNA ile yaptig1 elektrostatik etkilesimden dolay1

olabilecegi diisliniilmektedir.
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In this study, the synthesis of 4-bromo-7-imidazo[4,5-f][1,10]phenanthrolin-2-
yl)benzo[c][1,2,5] thiodiazole ligand and its nickel metal complex, characterization and DNA
interactions have been studied. The characterization of the ligands was carried out by FT-IR,
'H-NMR, BC-NMR, ESI-MS analysis methods. DNA interactions of compounds were
studied by UV-Vis titration, fluorescence, viscosimetry and agarose gel electrophoresis

methods.

UV-Vis titration results show that the complex binds to DNA as a groove binder. As well as
this the complex electrostatically interacts with DNA. The binding constant is 6.4 x 10° M.,

Viscosimetry studies support this result.

According to the fluorescence studies, the complex synthesized was found to be a weak
groove binder. In the electrophoresis studies, the complex by itself did not cause any breakage

on the DNA. However, it caused the DNA precipitation at high concentrations.



ABSTRACT (continued)
In the presence of peroxide, the complex resulted severe DNA damage along with the
precipitation at high concentrations. It is thought that the positive charges of the complex may

have neutralized by closing the negative charges of DNA.
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

DNA, tiim proteinlerin ve enzimlerin sentezi i¢in gerekli kalitsal bilgi kodlarini tagidigindan

biyolojik siireclerde 6nemli rol oynar.

DNA genetik bilginin tasimasi, bu bilgiyi kopyalanmasi protein ve enzimlerin biyolojik
sentezini yonetmesi dolayisiyla hayatsal islemlerde ¢ok énemli bir rol oynar. Genellikle DNA
kanserojen, steroit ve bir¢ok cesit ila¢ gibi biyolojik 6énemi bulunan daha kii¢iik molekiillerin
ana hedefi durumundadir. Ilag-DNA etkilesimlerinin arastirilmasi 6zellikle yeni DNA hedefli

ilaglarin tasariminda ve bunlarin aktivitesinin ¢alisiimasinda giincel ilgi kaynagidir.

Benzotiyadiazol tiirevleri potansiyel olarak anti-mikrobiyal, antiviral, anti-HIV konulari
izerine ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Kuvvetli fliioresans 6zelliklerinden dolay1 isaretci
molekiiller olarak biyokimya, tip, molekiiler biyoloji alanlarinda ¢esitli benzotiyadiazol
tiirevleri kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda diizlemsel 6zellik gosteren bu bilesiklerin DNA ile
etkilesimleri igaretci ajan arastirmalarinda popiiler bir konuyu olusturacaktir (Ling et al. 2008;

Tjahjono et al. 1999).

Bu projede, yeni diizlemsel 2,1,3-benzotiyadiazol tiirevlerinin DNA ile etkilesimleri ilk defa
caligilarak potansiyel DNA isaretleyici etkisi ortaya ¢ikarilacak ve literatiire kazandirilacaktir.
Diizlemsel benzotiyadiazol tiirevlerinin DNA’ya baglanabilecegi diisiiniilen bilesikleri
sentezlenerek UV titrasyon yontemi, fliioresans, DNA erime noktas1 tayini, viskozimetri ve
agaroz jel elektroforez yontemleri ile ilk defa ¢alisilarak potansiyel DNA isaretleyici etkisi

ortaya ¢ikarilacak ve literatiire kazandirilmasi amacglanmistir.



1.1. NUKLEIiK ASITLER VE DNA

Niikleotid denilen 3 temel birimlerden olusan polimerlesebilen yapilara niikleik asitler denir.
Bu yapilar genetik bilginin saklamasi ve transfer edilmesi agisindan onemlidir.3 temel
birimden ilki iki halkali piirin ve tek halkali pirimidin bazlaridir. Bu bazlar heterosiklik
bilesiklerdir. Piirin bazlar1 Adenin ve Guanin, pirimidin bazlart Timin, Sitozin ve Urasildir
(Sekil 1.1).

C H Niikleotid

€
w \T/ X0 \T/ X0 H T 5
H H H
Sitozin Urasil Timin
o) NH,
| |
N /C\N/H /N\ /C\N
—ig g
N~ \N/ \NHZ N—" \N/ \H
! !
Guanin Adenin

Sekil 1.1 DNA’nin Yapisinda Bulunan Bazlar.

Bu bazlar aralarinda olusturduklar1 hidrojen baglariyla bir arada tutulmaktadir. Adenin ve
Timin baz c¢iftleri arasinda iki, Guanin ve Sitozin arasinda ii¢ bag bulunmaktadir. Diger
birimler ise 5 karbonlu pentoz sekeri ve fosfat gruplaridir. Niikleotit zinciri; bir zincirdeki
seker grubunda bulunan 3'-karbonuyla digerinin zincirdeki 5'-karbonu arasinda olusan

fosfodiester bagiyla olusur (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Hidrojen Baglari.

DNA organizmanin genetik bilgisini iceren ve kaliiminda 6nemli rol oynayan organik
molekiildiir. Watson ve Crick 1953 yilinda ¢alismalarina baglarken yalnizca DNA’nin 6nemli
oldugunu kabul etmemekle birlikte virlislerinde DNA’nin kendi kendine c¢ogalma

kapasitesinde ve genetik 6zgiinliigiinii kazanmasinda etkili olugunu belirtmislerdir.

Yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda onlar DNA’nin iki zincirden ilk énce DNA’nin uzun yapili
bir molekiil oldugunu gosteren fiziksel ve kimyasal verileri ve bulunan X- ray sonuglarinin
DNA’nin yapisal birimini degil de bu sonuglarin neden iki polipeptit zincirini gosterdigini
aciklamislardir. Ardindan bu sonuglarin 15181nda ortaya koyduklari stereokimyasal bir yapi
sayesinde, bazi genetik etkiler tespit edilip ¢esitli yorumlar yapilmistir ve DNA’nin temel

yapisini tahmin edilebilmistir (Watson et al. 1953).

Niikleik asitler tasidiklar1 niikleotidlerin  polimerlesmesi sonucu olusmuslardir. DNA
(dezoksiriboniikleik asit) ve RNA (riboniikleik asit) olmak tiizere iki farkli gesit niikleikasit
bulunmaktadir. Riboniikleotidlerin polimerlesmesiyle RNA olusurken, dezoksiriboniikleotidlerin
polimerlesmesi sonucunda DNA molekiilii meydana gelir. Yapist geregi ikisi de fosfat grubu
icermektedir. Yapilarindaki farkliliklar icerdikleri sekerden ve azotlu bazdan kaynaklanmaktadir.
DNA da deoksiriboz sekeri bulunurken RNA da riboz sekeri bulunmaktadir. DNA da Adenin,
Guanin, Sitozin ve Timin bazlar1 bulunurken, RNA’da Timin baz1 yerine Urasil bazi bulunaktadir.
Cift sarmalin ¢ap genisligi 20A’dur.DNA da bulunan bazlar birbirleri iizerine istiflenmis
bi¢imdedir ve bu baz c¢iftleri arasinda 0.34 nm mesafe bulunur. DNA’nin baz ¢iftlerinden

dolay1 i¢ kismi1 apolarken sarmalin disin1 olusturan seker ve fosfat gruplari sayesinde polardir.



DNA sarmalinin tekrar eden bir doniisii 10 baz ¢ifti igermektedir ve her doniis 3.4 nm
uzunlugundadir. DNA’nin tekrar eden doniigleri sirasinda ise major (biiylk oluk) ve

mindr(kiiciik oluk) denen bosluklar meydana gelmektedir (Berg et al. 2012). (Sekil 1.3).

Tam bir doniis
34A

N

Biiyiik
oluk

Merkez eksen

Sekil 1.3 DNA’nin dénmesi sonucunda olusan biiyiik ve kiiciik oluklar.

DNA esnek yapili bir niikleik asittir. Bu 6zelligi sayesinde DNA igin olasi pek ¢ok formlar
meydana gelmektedir (Berg et al. 2002). Bu formlar A-DNA, B-DNA ve Z-DNA’dir. Hem B-
DNA hem de A-DNA sag sarmal Z-DNA sol sarmaldir. Watson ve Crick in tanimladigi
(Sekil 1.4) DNA o6zelliklerini yansitan formu ise B-DNA’dir (Berg et al. 2012).

@ Omurga
1.A-DNA O Bazlar 2.B-DNA

Sekil 1.4 DNA konformasyonlari.



Watson ve Crick tarafindan B-DNA’ya ait baz1 6zellikler agiklanmistir. A-DNA’nin X-
1isinlart ¢aligmalar1 sonucunda B-DNA ya gore sik ve diizensiz oldugu fark edilmistir. A-DNA
sarmalmin her bir déniisiinde 11 niikleotid ¢ifti oldugu ve ¢apmm 26 ile 29 A arasinda
degistigi de bu calismalar sonucunda ortaya ¢ikmustir (Berg et al. 2012). A-DNA ve B-
DNA’nin fosfat gruplarinin hidrate oldugu ve bu gruplar arasindaki ¢ekimden kaynaklanan
degisiklik oldugu zamanlarda ortaya cikar (Brett et al. 1998). Z-DNA, B-DNA’da guanin ve
sitozin bazlarmin yogunlukta oldugu bolgelerde meydana gelmektedir. Z-DNA c¢ap 6zelligi
agisindan B-DNA’dan daha dardir. Z-DNA sarmalinin ¢ap1 18 A’dur. Ve her bir déniiste 12
baz cifti bulunmaktadir. Z-DNA goriiniim olarak zig zag seklinde oldugu i¢in bu ad1 almistir.
Z-DNA sol el heliks seklinde kivrimli olup biiyiik oyuk bulunmamaktadir. Uzerinde bulunan

minor denilen kiigiik oyuklar ise dar ve kiigiiktiir (Koolman et al. 2005).

Watson ve Crick B-DNA formunu kesfetse de bugiin bilinen halini agiklayamamuistir (Watson
and Crick 1953, Franklin and Gosling 1953). En baskin form saga doniimlii, her bir sarmal
dontisiinde 10 niikleotid ¢ifti iceren ve doniis sirasinda majoér ve mindr bosluklar olusturan B

formudur (Hanlon 1966, Beak 1977).

B-DNA sarmalinda bazlar aras1 uzaklik 3,4 A boyu 3,4 A dur. B-DNA sarmalinin iizerinde
olusan majér ve mindr oyuklar {izerine baglanacak molekiiller biiytikliiklerine gére uygun

olan oyuklara yerlesirler. Protein gibi biiylik molekiiller major bosluklara yerlesir (Takeda et
al. 1983, Pabo et al. 1984, Kielkopf et al. 1999).

Antibiyotik, antikanser gibi kiigiik molekiiller mindr bosluklari tercih ederler (Neidle 1999;
Gao et al. 1992). Molekiillerin DNA’ya baglanmalart Van der Waals baglan ile
gerceklesmektedir (Zhu et al. 2014).
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Sekil 1.5 DNA sarmali iizerindeki bosluklar.

DNA sarmalin1 bir arada tutan kuvvet hidrojen baglaridir. Ortamin pH’st DNA molekiili
tizerideki baglarin kararliligin1 6nemli 6lglide etkilemektedir. Belirli pH araligi disinda DNA
molekiilii kararsiz hale gelmekte ve DNA sarmali agilmaktadir. DNA ¢ift sarmalini bir arada
tutan ortam icin en uygun pH 4,0 ile 11,0 arasinda belirlenmistir (Zhu 2014). Bu aralik
disinda DNA sarmali ayrilabilir ve replikasyon i¢in uygun hale gelir (Frank-Kamenetskii et
al. 2014).

DNA’nin kendi kendini kopyalamasina kisaca replikasyon denir. Replikasyonun
gerceklesmesi i¢in Oncelikle sarmalin agilmasi gerekmektedir. DNA kendi kopyasini
olusturmas1 sayesinde tasidigi genetik bilgileri bir sonraki nesle aktarabilmesi agisindan
onemlidir. Bu esnada gorev alan enzimler sayesinde replikasyon engellenebilir. Bu da
replikasyonu deaktive ederek istenmeyen hiicrelerin boliinerek ¢ogalmasini engeller

(Kwakye-Berko and Mesnick 1989).

DNA zincirini agan enzim helikaz enzimidir. A¢ilan DNA'da c¢atallama meydana gelirken
topoizomeraz enzimi sayesinde DNA molekiilii tekrar kapatilir. Agilan DNA sarmalinda her bir
tek zincir yeni bir DNA sarmali i¢in bir kaynak ifade eder. Bu DNA polimerizasyonu esnasinda
ise DNA kivrimi agildigr zaman kopyalama islemine baglamadan RNA primer firetilir. Yeni
olusan DNA molekiiliiniin bir zinciri eski DNA’dan digeri ise bundan kodlanarak olusan yeni

DNA zincirinden meydana gelir. islem bu sekilde devam eder (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6 Semikonservatif DNA replikasyonu.

DNA topoizomerazlar1 agilan DNA molekiiliinii kapatic1 enzimlere denir. DNA zinciri
acildiktan sonra primaz denen RNA polimeraz, DNA’nin replikasyonunun baslangi¢ noktasini
ve primer RNA ve oncii RNA denen RNA seridi sentez eder. DNA polimerazlarin etkisiyle
DNA polimerizasyonu baglar ve devam eder (Sekil 1.7).

Sentez tamamlandiktan sonra RNA primeri ¢ikar; DNA ligaz, sarmali kapatir. Yeni bir DNA
seridinin sentezi tamamlanir. DNA giraz, kopyalanmis DNAnin tekrar dogal haline gelmesini

saglar.

DNA’nin 6nemli gorevlerinden biri de gen ekspresyonudur. DNA’da gizli bazi genetik
bilgilerin bir RNA molekiilii seklinde kopyalanmasi veya yazilmasina transkripsiyon adi

verilir. Bu esnada RNA’nin 3 tiirii (mRNA, tRNA, rRNA) gorev yapmaktadir.



DNA

ribonucleotides

Sekil 1.7 mRNA sentezi.

DNA iizerinden RNA molekiilii 5'—3" yoniinde sentezlenir. A¢ilmis olan DNA sarmalinin
bir tarafinda olan deoksiriboniikleotit baz dizilisinin karsit1 olarak RNA molekiiliiniin karsilik
gelen riboniikleotidleriyle ile tamamlanir. Translasyon; Transkripsiyon islemi sonunda olusan
RNA’ya kopyalanan bilginin protein molekiiliine donistiiriilmesidir. Transkripsiyon ve
translasyon olaylarinin hepsine birden ise gen ifadesi (gen ekspresyonu) denilmektedir (Sekil
1.8).
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Sekil 1.8 Gen Ekspresyonu.
1.2. DNA-ILAC ETKILESIMI
Canli organizmalarin yasamlarin1 devam ettirebilmeleri ve kalitsal bilgileri kusaktan kusaga

tastyabilmelerine olanak sunan deoksiriboniikleik asit (DNA), oncelikle antikanser ve

antiviral ilaglar olmak tizere bir¢ok ilacin hedefi halindedir (Lown 1998, Sparks and Scholz



2009, Singh et al. 1992, Pham et al. 2004, Wang et al. 2005). Genetik bilginin aktarilmasinin
yant sira replikasyon ve transkripsiyon islemlerinde ve 6zellikle insan hastaliklarinin tanisi ve
tedavisinde de Onemli rol oynamaktadir (Paul et al. 2012). Bu agidan DNA’nin insan
hayatindaki yeri ve énemi ¢ok biiyiiktiir (Rauf et al. 2005). Ilaglarin DNA iizerine fizyolojik
fonksiyonunu yerine getiremeyecek bigimde baglanmasi yani hastalikli ve kanserli hiicrelerin
bu sekilde ¢ogalamamasi ve yok olmasi istenen bir durumdur. Bu baglanma DNA’nin kendini
kopyalamasindan genetik bilginin aktarimina kadar birgok islevini etkiledigi i¢in hasarl
hiicrenin 6liimiiyle sonuglanir. Bu hasarli ve kanserli hiicrelerin baglanmasi ise DNA iizerine
baglanan kiigiik molekiiller ile olmaktadir (Ocak et al. 2018). ilag-DNA mekanizmasini daha
iyi anlayabilmek ve agiklayabilmek i¢in farkli arastirma metotlar1 gelistirilmistir. Bu ilag ve
DNA’ya farkli baglanma caligsmalar1 ve daha az toksik ilaglarin tasarlanmasi da bunlardan bir
kacidir (Singh et al. 1992). Bu calismalar ilaglarin islevsel mekanizmalarini daha iyi anlamada
ve yeni ilaclarin gelistirilebilmesi i¢in bir dayanak saglamaktadir (Liang et al. 2010, Froehlich
et al. 2011). Son yillarda 6zellikle antikanser ilaglar1 ile DNA arasinda meydana gelen
etkilesim ve meydana cikan farkli analiz yontemleri ve calismalar1 giderek artmaktadir.
Ciinkii DNA’ya baglandig1 zaman onun yapisini bozarak islevini etkiler ve kanserli hiicre

veya dokularin 6limii gergeklesir.

DNA ilag etkilesimi sonucu bir mekanizma ortaya konulur. Bu mekanizma sayesinde uygun
ilaclar ve kullanim miktarlar1 belirlenir. DNA’ya baglanacak yeni ilaglar tasarlanir. Yeni
tasarlanan bu ilaglarin termodinamik kararliliklart ve DNA’nin islevsel o6zellikleri ve
geometrisi degisir (Graves et al. 2000). X-Ray, Jel-elektroforezi, absorbsiyon spektroskopisi,
NMR spektroskopisi, UV ve floresans spektrofotometrisi gibi spektroskopik yontemler ile de

DNA-metal komplekslerin etkilesimi belirlenir.
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Sekil 1.9 Antikanser ilaclarinin etki mekanizmasi 6zeti.

[lag-DNA etkilesimlerinde baglanan ilacin DNA erime sicakligina etkisi ¢ok énemlidir. DNA
sarmalinin ayrilmasi baz c¢iftleri arasindaki hidrojen baglarmin kopmasiyla gerceklesir. Bu
sarmalin arasindaki baglarin ayrilmasi ise bazlarin iyonik ¢dziinmesinin saglanmasi veya
DNA swvisinin 1sitilmasiyla  saglanabilir. Bu sirada fosfodiester baglart  kirilmaz.
Denatiirasyon da denilen DNA sarmalinin bozunmasinda sarmalin yarisinin kaybolmasi igin

gerekli olan 1stya erime sicakligt (Tm) denilmektedir. Bu sicaklik DNA’nin UV

absorsiyonunda baz c¢iftlerinin 260 nm’de verdikleri absorbans degerlerinden de

gozlenebilmektedir. Denatiire olmus tek zincirli DNA’nin verdigi absorbans degeri
ayrilmamis zincire gore daha yiiksektir. Ayrilan zincirde bulunan baz ¢esidi ve sayis1 da erime
sicakligint etkilemektedir. Tek zincirde G-C arasinda ii¢, A-T arasinda iki hidrojen bagi

oldugundan G-C’le zengin olan zincir daha yiiksek erime sicakliginda denatiire olacaktir.
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Sekil 1.10 A-T acisindan zengin ve G-C agisindan zengin DNA’ya ait erime egrileri.
1.3. DNA-ILAC ETKILESIiMi TURLERI

Kiiciik molekiillerin DNA ile etkilesimleri, kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimler
olarak iki ana simifta incelenir. Bu molekiillerin DNA ile iligskisi 6zellikle antikanser ilag
tasarim1 konusunda dikkat ¢ekmektedir (David et al. 2000). Yeni tasarlanan DNA ile
etkilesim halinde olan bu ilaglar 6zellikle farmakolojik alanda da ¢ok dikkat ¢ekmistir. Bir¢ok

antikanser 6zellik gosteren bu yapilar DNA iizerine kovalent olmayan 3 farkli yolla baglanir

(Anastassopoulou 2003).

Bunlar, DNA iizerindeki negatif uglu fosfat-seker omurgasina elektrostatik olarak baglanma,
DNA iizerindeki baz ciftleri arasina interkalasyon yapma ve oyuk baglayici denilen DNA
tizerindeki kiiciik ve biiyiik oyuklara baglanarak DNA’ya etki edebilirler (Kelly et al. 1985).
Bu kiiciik molekiillerin baglanmas1 kimyasal yapisina ve geometrisine bagli olarak degisiklik

gosterebilmektedir (Anastassopoulou 2003).
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Sekil 1.11 Kovalent olmayan DNA etkilesim tiirleri.
Yukarida ad1 gosterilen etkilesim mekanizmalarini sirasiyla agiklayalim:
1.3.1. Elektrostatik Etkilesimler Yapanlar

Elektronik Etkilesimler DNA’nin dis yiizeyindeki gruplarla meydana gelen etkilesimlerdir
(Berg 1988). Diger DNA etkilesim tiirlerine gore daha zayif bir etkilesim tiiriidiir. DNA
molekiiliiniin disinda yer alan negatif ytiklii fosfat gruplariyla pozitif yiiklii metal iyonlarinin
etkilesmesi sonucu meydana gelir. DNA’nin yiiklii fosfat gruplariyla Na*, Mg* gibi pozitif
yiiklii metal iyonlarinin etkilesmesiyle gerceklesir ve DNA’nin kararliligini arttirir (Frederick
et al. 1990). Fosfat gruplarinin sahip oldugu negatif yiik notralize edilerek ortadan kaldirilir
(Bauer 1970). Bu etkilesim diger etkilesim tiirleri gibi DNA yapisinda biiyiik degisikler
meydana getirmese de ilaclarin biyolojik aktivitelerinde 6nemli rol oynarlar. Bu tiir
etkilesimler sonucu =zt yiikler arasindaki etkilesimiyle DNA’nin  kararliligi  artar

(Anastassopoulou 2003).
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Sekil 1.12 Elektrostatik baglanma.
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1.3.2.interkalasyon

Mainwaring ve arkadaslar1 interkalasyonu bir DNA sarmalindaki baz ciftleri arasina bir
molekiil veya grubun tersinir sekilde girmesiyle olusan etkilesim seklinde tanimlamistir (Berg
1988). Bu etkilesimde molekiil ve baz ¢iftleri arasinda Van der Waals kuvvetleri etkindir ve
interkalasyon sonucunda DNA sarmalinda genisleme ve uzanma gibi degisimler meydana
gelir. DNA molekiiliindeki baz ciftleri arasina yerlesen gruplar veya molekiiller sonucu
DNA’y1 stabilize edilebilir. Interkalasyon etkilesimi tersinir olup, DNA ¢ift zinciri bundan
zarar gormez (Lerman 1961). Bu etkilesim tiiri DNA molekiiliinde uzunlugunda dik

durusunda seklinde degisiklikler meydana getirebilmektedir (Sekil 1.13).

DNA ile interkalasyon yapacak molekiillerin olusturdugu yapi daha kararl hale gelebilmek
icin , m-m Ortiismesi yapar bu sayede oyuk baglayici ve elektrostatik etkilesimlere gore iyonik
etkilere karsi daha az duyarli hale gelirken DNA sarmalin1 daha kararli hale getirir (Bauer et

al. 1970).

interkalasyon

tﬁ.;:ggﬂ“'d- £ " 5

3.&,0@4' q
©-Goec-cn: - €000 o
K Cleag

Sekil 1.13 DNA’da interkalasyon etkilesim.

Kanser tedavisinde gecerlilikleri kanitlanmasin ragmen ¢ok biiylik yan etkilere sahip hatta
DNA vyapisindaki translasyon ve transkrispsiyon gibi yasamsal faaliyetleri engelleyen
antibiyotik ailesinin  en Onemlililerinden daunomisin ve adriamisin bu tiir ajanlardir

(Frederick et al. 1990, Neidle 1999).
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Sekil 1.14 a) doksorubisin b) daunorubisin yapis.

1.3.3. Oyuk baglayicilar

DNA, baz ciftlerinin konumundan ve sarmal yapisindan dolayr majér ve mindr denilen
bosluklar iceren bir yapidir. Bu bosluklara gli¢lii bir etkilesim tiirii olan oyuk baglanma ile
kovalent olmayan molekiiller yerlesebilmektedir (Kim et al.1993). Bu sayede enzimlerin bu
bolgeye baglanmasi engellenmektedir. Oyuk baglanma ile yarik baglayici maddeler DNA
tizerinde biiylik degisiklikler yapmadan DNA'ya baglanir ve buda diger bir etkilesim tiirii olan

interkalasyondan 6nemli bir farkidir.

Gale ve arkadaslarinin 1918°de yaptiklari ¢aligmada baglanan molekiillerin tiirii ve bliylikligii
bosluklar i¢in spesifik bir secicilik saglamaktadir. Kiiclik molekiiller minér bosluklari tercih
ederken protein ve niikleotidler gibi daha uzun yapilar major bosluklara yerlesmektedir (Gale
et al. 1981). Bu oyuk baglayicilar DNA’ya Van der Waals etkilesimleri ile bosluklarin
tizerinden ve zemininden baglanirlar. Baglanmanin hangi bosluk lizerinden ger¢eklesecegini
etkileyen faktorler arasinda hidrojen bagi potansiyeli ve elektrostatik farkliliklar da rol

oynamaktadir (Marrington et al. 2004).
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Sekil 1.15 DNA’ya biiyiik ve kii¢iik oluk tizerinden baglanma.

En ¢ok bilinen mindr yarik baglayict maddelerin basinda Hoechst 33258, distamicin ve
netropsin gelmektedir. Bu ilaglar iizerine yapilan ¢aligmalar incelendiginde DNA iizerinde
Adenin ve Timin bazimnin oranmin yiiksek oldugu bolgeleri tercih ettigi goriilmektedir
(Marrigton et al. 2004). Mindr bosluk iizerindeki baglanmalarda fosfat gruplar1 ve bazlar
tizerindeki atomlarin elektronegativitesi yliksek atomlar sayesinde yapilan elektrostatik
etkilesimler, hidrojen baglar1 ve Van der Waals etkilesimleri ile daha kararli bir hal
almaktadir. Yinede bu tarz etkilesimlerin interkalasyon yapan molekiiller kadar bozulma
yaratmadigl goriilmektedir. Oyuk baglama yoluyla yapilan etkilesim bosluklara enzimlerin

baglanmasini engellemesi esasina dayanir.

NH," NH,

(0] (0]

N NH, A
/ H B O H2N_§ + H ~ O
Il N HN— L NH, N HN—Q_
T T e N e
Me o) N o] Me 0 N o
Me Me

Distamycin Netropsin

Sekil 1.16 DNA oyuga baglanma aktivitesi gosteren distamisin ve netropsin bilesikleri.
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14 METAL KOMPLEKSLERIN DNA ILE ETKILESIM TURLERININ
BELIRLENMESINDE KULLANILAN TEKNIiKLER

Metal komplekslerin DNA ile etkilesim tiirlerinin belirlenmesinde ¢esitli yontemler
bulunmaktadir. Bu kullanilan tekniklerin basinda UV titrasyon yontemi, DNA erime noktasi
tayini, agaroz jel elektroforez ve vizkozimetri gibi DNA-ilag etkilesimini niteligini karakterize
eden yontemler gelmektedir. Asagida bu yontemlerin temelleri ve DNA etkilesimlerinde ne

sekilde kullanildiklar1 a¢iklanacaktir.

1.4.1. UV-Gor Titrasyon Yontemi

UV-Gor; elektronik absorbsiyon spektroskopisi DNA ile etkilesim yapan molekiillerin
baglanma modunu ve absorbansta getirmis oldugu degisiklige bagli olarak yorum yapmamiza
olanak saglayan en etkili metotlardan biridir. Bu degisiklik ¢ogu zaman absorbansta artmaya

veya azalmaya yol agmaktadir (Marrington et al. 2004, Sirajuddin et al. 2013).

DNA’da yer alan bazlar lizerindeki bazi1 kromofor gruplar 260 nm absorbsiyon maksimum
degerde olgiiliir. Bu olclilen degerler 280 nm’daki absorbsiyon degeri DNA’nin safligi
hakkinda bilgi vermektedir (Marrington et al. 2004, Gonzalez-Ruis et al. 2011).

DNA iizerindeki m-elektronlar1 ile metal komplekslerin ligandlarinda bulunan elektronlar
birbirlerini etkileyerek kompleksin ve DNA’nin UV-Go6r absorbansinda degisikliklere yol
acar. Bu degisiklikler bize metal kompleksi ile DNA arasindaki etkilesimin hakkinda cesitli

bilgiler verir.

Absorbansta artis gosteren etkiye hiperkormik etki azalma gosteren etkiye hipokromik etki
denilmektedir. Bu degisim kii¢iik molekiillerle etkilesen DNA sarmalinda meydana gelen
degisimle baglantilidir. DNA ile etkilesen maddelerin baglanmalar1 ile ilgili yorum
yapmamiza da olanak saglar. Hiperkormizm ise DNA’nin ikincil yapisinin degistigini
gosterirken, absorbanstaki azalmay: ifade eden hipokromik kayma ise DNA’nin daha karali

hale geldigi anlamina gelmektedir (Marrington et al. 2014, Song et al. 2014).
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DNA-ilag¢ etkilesimlerinin belirlenmesinde bu yontem sabit DNA konsantrasyonuna karst
kiiclik molekiillerin artan konsantrasyonlar1 ya da sabit kiiciik molekiillerin konsantrasyonuna
kars1 artan DNA miktar1 eklenmesine dayanmaktadir. Absorbanstaki degisime dair yorumlar

asagidaki sekilde yapilmaktadir (Akdi et al. 2005).

Hiperkormizm; DNA sarmalinin omurgasini olusturan fosfat grubuna baglanan maddeler
yapiy1 bir arada tutan hidrojen baglarimi kirar. Fosfat grubuna elektrostatik ¢ekim yoluyla
DNA'ya baglanan yiiklii katyonlarin varligina bagli olarak ortaya ¢ikar. Fosfat grubuna tiirler
elekrostatik yani distan temasla baglanir. Bu da DNA’nin ikincil sekonder yapisini bozmakta
ve hasara neden olmaktadir. Cift Sarmal tek iplik haline gelirken A-T ve G-C gibi bazlar ve
bazlar serbest hale gectiginden aralarindaki etkilesim azalir ve UV-Gor absorbansi artar. Bu
bozulma ile birlikte DNA’nin absorbsiyonu artar bu da hipokromik etkiye neden olmaktadir
(Arnjmand et al. 2012, Song et al. 2014, Akdi et al. 2005, Jamsheera et al. 2011).

Hipokromizm; maddelerin DNA baz c¢iftleri arasina girip bazlarla etkilestigi i¢in meydana
gelmektedir. Bu sekilde baglanmanin giicli mesafe azaldikga diisecektir. Ciinkii mesafe
azaldik¢a maddeler ve DNA iizerindeki & elektronlar1 arasindaki etkilesim artar. Boylece n-nt

gecis enerjisi azalir. Bu da batokromik kaymaya neden olmaktadir (Aleksic et al. 2014).

Hiperkromik kayma

!
l

Hipokromik

Hipsokromik kayma = — —» Batokromik kayma

kayma

Absorbans

¥

Dalgaboyu (nm)

Sekil 1.17 UV-Gor spektrumunda olusan kaymalar.
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UV-Gor spektrumunda meydana gelen degisimler sonucu elde edilen verilerden baglanma
sabiti birbirine yakin olan metal komplekslerinin ligantlarinanin DNA’ya baglanma
kuvvetlerinin karsilastirabiliriz. Bunun i¢cin DNA’ya baglanma kuvvetini ifade eden 6nemli
bir sabitten bahsedebiliriz. Bu sabit baglanma sabitidir (Ky) hesaplanabilmesi i¢in bir formiil

gelistirilmistir (Chao et al. 2002, Wolfe et al. 1985).

[DNA]/ (ea - ef) = [DNA] / (e - &) + 1/ Kp (eB - &)

Gelistirilen formiilde ea; dlgiilen konsantrosyandaki soniim katsayist,

es; DNA’ya tiim komplekslerin baglanmasi sonrasindaki soniim Kkatsayisi ve ef; Serbest
haldeki kompleksin soniim katsayisi olarak aciklanabilir. Burada [DNA]/(ea - &f) karsi [DNA]
degerleri grafige gecirilir ve egimden Ky degeri bulunur (Pyle et al. 1989).

[Ru(phen)2(dmdppz)]** ve [Ru(bpy)z(dmdppz)]?* (Sekil 1.18’de 1 ve 2) gibi baglanma
sabitleri birbirine yakin veya ayni ligantlarin metal komplekslerinin DNA’ya baglanma
kuvvetleri UV-Gor spektrumunda meydana gelen degisimler sonucu elde edilen verilerden
yararlanarak hesaplanmis baglanma sabitleri Kp, ardisik olarak 6, 9 x 10* M ve 3,9 x 10* Mt
olarak bulunmustur. Baglanma kuvvetlerini ve [Ru(phen)2(dmdppz)]?* diizlemselliginin daha
fazla oldugunu g6z oniine alarak 1’in DNA’ya daha iyi baglandigi kanitlanmigtir. Baglanma

sabiti sayesinde kompleksler karsilastirilabilmistir (Jiang et al. 2014).

+2 +2

X OCH, = OCH3
= N Pz Ny
~ ~
N N
= OCH,4 — OCH,
1 2

Sekil 1.18 [Ru(phen)2(dmdppz)]?* ve [Ru(bpy)2(dmdppz)]?*molekiillerin yapisi.
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[ DNA]
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Sekil 1.19 Baglanma sabiti (Kp) hesaplamak i¢in kullanilan 6rnek grafik.

1.4.2 Floresans Spektroskopisi

Floresans spektrokopisi; kiigiik molekiillerin DNA ile etkilesmesini incelemek igin ve
baglanma alanin biiyiikliigiiniin belirlemede kullanilan diger yontemlerden biri olup ayn1 UV-
Gor gibi artan DNA konstanstrasyonalarina karsi ilacin floresansinda meydana gelecek
degisimler takip edilecektir. DNA nin floresan 6zelliginin ¢ok diisiik olmasindan dolayi ilacin

yogunlugundaki degisimler rahatca gézlemlenebilecektir (Rehman et al. 2015).

Maddelerin yiiksek derece floresans gosterebilme 6zelligi aromatik fonksiyonel gruplar igeren
bilesikler iizerinde yer alan 7 elektronlarmin halkaya dagilmasi sayesinde olusur. Uzerinde
konjuge olacak m elektronu bulunmayan alifatik benzeri bilesiklerin ise floresans 6zelligi ¢ok

diisiiktiir (Jaumot et al. 2012, Lakowicz 2006).

Metal kompleksleri su molekiilleri tarafindan sarilir. Bu kompleksler DNA ile etkilestigi
zaman ise DNA’nin i¢ kismimin hidrofobik 6zellik gosterdigi i¢in bilesik c¢evresini saran
sudan kurtulur ve floresansi yiikselir (Wu et al. 1999). Baz ¢iftlerinin arasina girme yoluyla

(interkalasyon) baglanan bu maddelerde ise genellikle floresans artmaktadir.

Floresansda gozlemlenen absorbans degerinde azalma ise DNA ile etkilesimde baglanma

alanindaki hareketliligin kisitlanmasi frekansi azaltacagi i¢in olur (Li et al. 1997).
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Floresans spektrumundaki meydana gelen degisimleri gozlemek i¢in Devi ve arkadaslarinin
yaptig1 baz1 deneysel caligmalar olmustur. Tipki UV titrasyonundaki gibi metal kompleks
¢Ozeltisi lizerine artan porsiyonlar halinde DNA ¢ozeltisi eklemis ve her seferinde
spektrumlar1 kaydetmistir. Floresans spektrumunda artis gozlemlemislerdir. Bu artisin
nedenin ise metal kompeksinin DNA baz giftleri arasina girip interkalasyon yaptigindan

kaynaklandigini sdylemislerdir (Devi et al. 2017).

Floresans 0zellik gostermeyen ilaglarin DNA ile etkilesimini gézlemleyebilmek i¢in ise ¢esitli
boyalar kullanilmaktadir. DNA 6nceden boya ile etkilestirilir daha sonra ¢aligilacak molekiil
ile DNA-boya etkilesimi titre edilir. Floresans siddetinde azalma meydana geliyorsa boyay1
cikarttigini ve DNA’ya baglanabildgini anlabiliriz. Bu sekilde ilave edilen ikinci molekiil ile
yer degistirmesiyle agiklanir. En ¢ok kullanilan boyalarin basinda boya maddelerinden
etidyum bromiir (EtBr), Hoechst-33258 ve DAPI gelmektedir.

EtBr (Sekil 1.20) DNA molekiiliiniin bir¢ok fonksiyonel islevine miidahele edebilecek kadar
giiclii baglandig1 goriilmiistiir (Waring 1965). EtBr molekiilii sulu ¢ozeltilerinde diisiik bir
floresansa sahiptir. Ancak DNA’da bulunan baz ciftleri arasina girmesiyle ¢ok yiiksek bir

floresansa sahip olur.

Sekil 1.20 EtBr molekiil yapisi.

Floresans spektrumu ile DNA etkilesiminin tiirii belirlenirken kullanilan yontemlerden biri de
interkalasyon yaptig1 kesin olarak bilinen EtBr ile yapilan yarismali baglanmadir. Ortamda
EtBr disinda interkalasyon yapan bagka bir molekiil varsa bu molekiiliin EtBr molekiiliiniin
yerine DNA’ya baglanmak iizere kompleksin yerine ge¢mesine dayanmaktadir. EtBr-DNA
kompleksinin emisyon spektrumu incelendiginde diisiis oldugu gozlemlenirse denemesi

yapilan ila¢ molekiiliiniin interkalasyon yaptigi diistiniiliir (Haribabu et al. 2017).

DAPI ve Hoechst-33258 (Sekil 1.21) ise sirasiyla mindr oyuk baglayict ve major oyuk
baglayic1 olacak sekilde DNA ile etkilesirler. Bu boyalar da sulu ¢ozeltilerinde diisiik
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floresans ozellik gostermektedirler. Ancak DNA ile etkilestiklerinde floresans ozellikleri

artmaktadir (Barone et al. 2013).

N NH,
o IC0)
N NH

H
OH
HC\/\
(b) ONTON N |
-
N
H

Sekil 1.21 a) DAPI bilesigi b) Hoechst33258 bilesigi.

NH

Floresans titrasyonu sonucu veriler klasik Stern-Volmer esitligi yardimiyla komplekslerin

DNA ile baglanma giicili hesaplanabilir.

Fo/F=1+Ks[Q]

Esitlikte 6l¢ctim yapilan dalga boyundaki floresans yogunlugu F, ilag tizerine DNA eklendikce
degisen floresans yogunlugunu Fo, baskilayicit molekiil derisimi [Q], baglanma derecesi Ks ile
verilmektedir. Fo/F degerine karsi [Q] degerleri grafige gegirildiginde elde edilen dogrunun

egiminden Ks bulunur (Kalanur et al. 2009).

1,12
y = 7539,2x + 1,0104 L
R2=0,9378 e
. s
21,06 o
— * .
Ll
1
-5,08E-21 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05
[DNA]

Sekil 1.22 Baglanma sabiti (Ksv) hesaplamak i¢in kullanilan 6rnek grafik.
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1.4.3 Viskozimetri

Viskozite, bir akigkanin yiizey gerilimi altinda akmaya kars1 gosterdigi direng olarak
tanimlanir. Viskozimetrik yontemle uzunluk arttiginda hidrodinamik Olglimler sayesinde
DNA iizerinde meydana gelecek degisimler ve baglanma modlari incelenmektedir. DNA ile
etkilesen molekiillerin DNA nin ¢ift zincirinde uzamaya veya kisalmaya yol agabilir. DNA ile
interkalasyon yapan molekiiller baz ¢iftleri arasina girebildigi i¢in DNA sarmalinin boyunu
uzatir ve bazlar aras1 mesafeyi arttirir. Bu sekilde DNA’nin viskozitesi artmis olur. Buna
ornek olarak DNA ile kesin bir bicimde interkalasyon yaptigi bilinen EtBr molekiilii 6rnek
gosterilebilmektedir. Oyuga baglanan molekiiller ise DNA’y1 biikebildigi i¢cin boyunu kisaltip
viskozitesini yani akis hizini diisiirebilmektedir. Klasik interkalasyonda DNA’nin baz ¢iftleri
arasina baglanma ile DNA boyunda uzama oldugundan viskoziteyi artirir (Barone et al.

2013). Ancak kismi interkalasyon yapan molekiillerde tersi durum gézlemlenebilir.

3.0 4

o5 EtBr

2.0 4

(n/ne)®

1.0

0.5 T T T T 1
0.013 0.033 0.053 0.073 0.093 0.113

[Complex]/[DNA]

Sekil 1.23 EtBr i¢in 6rnek titrasyon grafigi.

Viskozite; DNA-ilag ¢ozeltisinin kolonun iki noktasi arasindan gegme siiresinin ol¢iilmesi ile

hesaplanir. Genelde Ubbelohde viskozimetresi kullanilmaktadir.

Grafikteki, 7o baslangi¢ viskozitesi, 1 DNA’ya EtBr eklendikten sonra dlgiilen viskoziteyi,

nino ise bagil viskozite degerini belirtmektedir.

Shahbadi ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada sentezlenen bilesigin baz ciftleri arasina

girebilecek ligandi olmadig1 halde viskozitesinde azalma oldugunu belirlemislerdir. Viskozite
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grafigi incelendiginde ise viskozite degerlerinin Once diistiigli sonra ise yiikseldigini
gbzlemlemislerdir. Bunun nedeni olarak ise DNA molekiiliindeki ¢6ziiniirliik, konformasyon
gibi faktorlerden kaynaklandigr diistiniilmiistiir. Diger spektroskopik yontemlerle ise bu

bilesigin DNA ile kismi interkalsyon yaptig1 sonucuna ulasilmistir (Shadabadi et al. 2010).

0 01 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 na
1/R=[OMA ) [Leve]

Sekil 1.24 Ornek viskozite grafigi.

1.4.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez; yiiklii molekiillerin proteinlerin, niikleik asitlerin ayrilmasi bunun yani sira
DNA-ilag etkilesimlerinin incelenmesinde kullanilan diger yontemlerden birisidir (Shadabadi
et al. 2009; Shadabadi et al. 2010; Shadabadi et al. 2011). Teknik olarak bu etkilesimlerin
incelenmesinde molekiillerin yiik ve kiitle biiyiikliikleri rol almaktadir. Yiikli molekiillerin
stvi bir ortamda elektriksel alandan faydalanarak ayristirilmasina ve analiz edilmesine
dayanmaktadir. Yiklii pargaciklarin hizindaki farklar ayirmayi etkilemektedir (Tiselius 1937).
Jel elektroforezi farkli boyut, yiik ve konformasyondaki DNA molekiillerini ayirabilmektedir
ve saflagtirabilmektedir. Elektroforezde biiylik molekiiller kiiciik molekiillere gore daha yavas
anoda dogru hareket ederler. Bu hiz ise molekiiliin boyutuna, jelde kullanilan agaroz
konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve elektrik akimina bagli olarak degismektedir. Molekiiller

arasindaki hiz farkindan yararlanarak DNA etkilesimleri hakkinda bilgiler vermektedir.

Agaroz jel, poliakrilamid veya agarozdan olusur. Kullanilan DNA ise genellikle plazmid
DNA tercih edilmektedir. Bu DNA c¢esidinin en 6nemli 6zelligi 5 degisik konformasyonda
bulunabilmesi ve elektrik alan uygulandiginda farkli yiiriime hizlar1 sayesinde etkilesim

hakkinda yorum yapabilme sanst vermektedir. Plazmid DNA elektroforezde form I’i
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olusturur. En uzaga siiriiklenen plazmid DNA siipersarmal seklindedir. DNA ¢ift sarmalinin
tek zincirinde meydana gelen kirilma sonucu en yavas olan form II olusur. Sarmalin diger
zincirindeki kirilma lineer bir hal alir, bu form III admni alir ve form I ile form II arasinda

bulunur (Tabassum et al. 2012).

Plasmid DNA:
Form Il Nicked
Form III — Icke

Form | Linear

Supercoiled

Sekil 1.25 Plazmid DNA formlari ve elektrofez lizerinde go¢ hizlari.

DNA-ilag etkilesimlerinin incelenmesinde siiriiklenme hizi farkindan yararlanilmaktadir.
EtBr molekiiliiniin DNA ile interkalasyon yaptigi ve uv 15181 altinda floresans o6zellik

gostermesinden yararlanarak c¢esitli konstrasyonlarda jel iizerinde yeri belirlenebilir.

[Pt(bpy)(pip)]?* ve [Pt(bpy)(hpip)]?* seklindeki 2 farkli platin kompleksinin DNA ile
etkilesimi agaroz jel elektroforez yontemiyle incelenmistir (Sekil 1.26°de 1 ve 2) (Coban ve
ark. 2013).

2

Sekil 1.26 [Pt(bpy)(pip)]** ve [Pt(bpy)(hpip)]** komplekslerin molekiil yapisi.
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Sonuglar incelendiginde (Sekil 1.27) 1 nolu kompleksin artan miktartryla DNA’nin form I
yapisinin orantili olarak azaldigi ve bu azalmanmn nedeninin [Pt(bpy)(hpip)]?*’nin DNA’y1
bozmasindan ileri geldigi anlagilmaktadir. 2 nolu kompleksin elektroforez sonucunda ise 1

kompleksinden ¢ok daha diisiik derisimlerde DNA’nin sarmal yapisini agarak DNA’nin jel

tizerindeki yiirimesinde degisiklikler meydana getirdigi gozlenmistir. Sonu¢ olarak
[Pt(bpy)(hpip)]?* molekiili DNA’y1 [Pt(bpy)(pip)]*"’ya gére daha fazla bozdugunu
sOylenebilir (Coban ve ark. 2013).

FORMII

Sekil 1.27 [Pt(bpy)(pip)]?* ve [Pt(bpy)(hpip)]** kompleksleri icin elektroforez sonuglar.

1.5. 1,10-FENANTROLIN VE TUREVLERI

Heterohalkali ligand ve tiirevleri biyolojik etkileri ve fonksiyonlari agisindan tipta ve
endiistride  kullanilan  olduk¢ca o©nemli bilesiklerdir Heterosiklik bilesikler kisaca
heterosiklikler olarak da bilinen halkali ve biinyesinde karbon disinda N (aziridin), O (furan)
veya S (tiyofen) gibi atomlar bulunduran bilesiklerdir. Azot atomu bulunduran heterosiklik
bilesik ii¢ tyeli digerleri dort iiyelidir. Fenantrolin caligmalar ise ilk olarak redoks

titrasyonlarinda indikatdr olarak kullanilacak kompleksleri olugturma nedeniyle baslamigtir.

Heterosiklik halka sistemlerini ifade etmede kullanilan isim fenantrendir. Fenantrolin bilesigi
heterosiklik halkalardaki —CH= gruplarinin yerine —N= gruplarinin yerine ge¢mesi ile olusur.
Bu degisen halka sistemleriyle I, II ve III’de gosterilen o-fenantrolin, m-fenantrolin ve p-

fenantrolin gibi fenantrolin ¢esitleri olusmaktadir (Sekil 1.28).
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Sekil 1.28 Fenantrolin heterosiklik halka sistemleri.

Fenantrolin konformasyon olarak diizlemsel bir yapiya sahiptir. Bu sayede DNA baz giftleri
arasina girip DNA ile etkilesebilir. Fenantrolin ve tiirevleri, bu 6zelliginden dolayr DNA-ilag

etkilesmesiyle ilgili bir¢ok ¢aligmalara konu olmustur.

1,10-fenantrolin; {i¢ benzen halkasina bagli iki azottan olusan bir yapidir. 1,10-fenantrolin ve
tiirevi bilesikler lizerinde birden fazla dis bulundurdugu i¢in 6zellikle gecis metalleri ile ¢ok
kararl1 koordinasyon bilesikleri olusturmaktadir. Bu metallerle kompleks olusturdugu i¢in azo
boyar madde olarak da kullanilmaktadir. Ayrica 1,10-fenantrolin ve tiirevlerinin bazi
bakterileri 6ldiirdiigii belirlenmis ve diger fenantrolin tiirevlerinin de pek c¢ok farkli biyolojik
etkinlik gosterdikleri de goriilmiistiir (Chang et al. 1999, Chao et al. 1999, Calderazzo et al.
2002).

Fenantrolin tiirevlerinin sentezinde kullanilan en onemli madde 1,10-fenantrolin-5,6-diondur.
1,10-fenantrolin-5,6-dion, elektriksel 6zellikler gosteren maddelerin sentezinde kullanilan bir
maddedir (Wilmer ve Daryleh 1959). 1,10-fenantrolin-5,6-dion bilesigi Kinonoit fonksiyonu

sayesinde redoks aktiftir ve azot atomlarinin sayesinde de Lewis bazi olarak davranmaktadir
(Hambley 2007).

N 0}

Co . Kinonoit fonksiyon
Di - imiknik fonksiyon é : Redoks 6zellikleri

Lewis baziklik N

|/

Sekil 1.29 1,10-fenantrolin-5,6-dion bilesiginin yapisi.

VAR,

O

Fenantrolin ile ilgili yapilan ¢alismalara 6rnek olarak Joseph-Bolger ve arkadaslari (1996),
Tetrapirido[3,2—a:2',3'-c:3",2"-h:2", 3"-j|fenazin (tpphz), ligandin1 sentezlemistir. Bu liganttan

sentezlenen Ru(Il) ve Os(I) komplekslerinin indirgen 6zellik tasidiklarini anlasilmistir. Bu
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komplekslerin DNA’da {izerine proton ve elektron gibi pargaciklarin aktarimini yaptigi,

ozellikle ligandlardaki azotlarin proton aktariminda etkili oldugu belirtilmistir.

7 N\
S

—Z

Sekil 1.30 Tpphz ligandinin yapisi.

Hui Chao ve arkadaslart (2000), 1,3-bis(1,10) fenantrolin-(5,6-d)imidazol-2-il benzen
bilesiginin rutenyum koordinasyon bilesigini sentezleyip asidik ve bazik karakterlerini

incelemislerdir.

Sekil 1.31 1,3-bis(1,10)fenantrolin—(5,6-d)imidazol -2il — benzen bilesiginin yapisi

1.6 BENZOTIYADIAZOLE (2,1,3-) VE TUREVLERI

Son otuz yilda sentezlenen metal komplekslerinin temeli organik bilesiklere ve dogal iiriinlere
dayanmaktadir. Bu sayede farmakolojik alanda ki antikanser ilaglar ve teshis ajanslarina olan

ilgi artmigtir (Zhang 2003, Marzano et al. 2009).

DNA ve RNA’nin dogrudan taninmasina odaklanan biyosensor teknolojisi klinik, adli ve
farmasotik kimya alanlarinda 6nemli rol oynamaktadir. Niikleik asitler ve proteinler i¢in
emisyon, absorbansta artis saglayip spektroskopik yontem olarak avantaj saglayacaktir.
Bunlar DNA’nin bu molekiiller ile iligkisini dogrudan gosteren metotlardir (Valis et al. 2006).
Metal iceren antikanser etki gdsteren ilaglar kemoterapide 6nemli rol iistlenmektedir. Ornek
olarak cis-platin ciddi miktarda toksisite icermesine ragmen bilinen en iyi ilaglardan biridir.
Buradan yola ¢ikarak yapilan ¢aligmalar ile ilaglarin zararli etkilerinin azaltilmasi ve aktivite

alaninin genisletilmesi ile kanser ilaglarinin ¢alisma alanini genisletilmistir. Platin disindaki
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metal kompleksleri 6zellikle bakir kompleksleri antikanser ajani olarak dikkat c¢ekmistir.
Uzun yillardir yapilan c¢aligmalarda daha az toksisiteye sahip oldugu varsayilan bakir

bilesiklerinin aktif olarak arastirilmasina yol agmistir (Kelland 2000).

Cis-platin kompleksinin biyolojik olarak oral olarak kullanilamamasi kompleksin kalitsal
olarak tedavide uygulanmasini sinirlanmaktadir (Petering 1980). Bu dezavantajlar gelistirilen
antikanser ilaclari i¢in yeni aragtirilmalar yapilmaya tesvik etmistir. Tartisma konusu olarak
yeni organik ajanlara karst metal komplekslerinin tasarlanmasi vurgulanmistir. Sentezlenen
metal kompleksli ilaglarin {i¢ boyutlu bir konformasyonu kesin olarak belirlenebilirse yeni
molekiillerin uyarlanmast ve bu molekiillerin hedefini tantyip etkilesim kurabilmesi igin
gerekli bilgileri saglar (Tisato et al. 2010). Normal metabolik olan bazi1 metaller ise organizma

icindeki komplekslerde ise ¢ok toksik olabilir ve ajan gdrevi gorebilir (Marzano et al. 2009).

(2,1,3-) (BTD) gesitli alanlarda uygulamalari olan 6nemli maddelerin heterosiklik bilesiklerin
onciilleridir. Farmakolojik bilesiklerden, floresans malzemelere, organik iletkenlerden

molekiiler taninma sensorlerine kadar bir¢cok uygulamada BTD tiirevleri 6nemli rol oynar

(Marzano et al. 2009; Welch et al. 2009).

Floriir iyonunun tayini bir 2,1,3-benzotiadiazol tiirevi sentezlenmistir. Bu sentezlenen bilesik
floriir i¢in etkilesimli bolgeler olustururken ayni zamanda ¢esitli fonksiyonel gruplar meydana
getirmistir. Proton NMR titrasyonuna bakildiginda sentezlenen bilesikler ve floriir iyonu
arasindaki etkilesimin: diistik floriir iyon konsantrasyonunda hidrojen bagy, yiiksek floriir iyon
konsantrasyonunda proton ayrilmasi seklinde oldugunu kanitladi. Bunun yami sira 2,1,3-
benzotiadiazol (BTD) tiirevleri yogun floresans o6zellik gostermekte ve birgok hidroelektrik

malzemede kullanildig goriilmiistiir (Hou et al. 2008).

DNA isaretleyicileri biyomolekiillerin gorsellestirilmesinde kullanilan nétiir veya kutuplu
boyalardan meydana gelmektedir. Bu isaretleyici bilesiklere BTD tiirevleri disinda 6rnek

olarak kinoksalinler, benzimidazoller gibi gruplar da 6rnek gosterilebilir.

Baz1 4,7 pozisyonlarindan tiirevlendirilen BTD bilesikleri DNA isaretleyicisi olarak rapor
edilmistir. Bilesiklerden birincisi interkalasyon yaparken diger ikisi oyuk baglayic1 olarak
gorev yapmis ve her biri yiiksek floresans artisi ile DNA isaretleyici olarak rapor edilmistir

(Sekil 1.33) (Neto et al. 2007).
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Sekil 1.32 4,7 tiirevlendirilmis BTD bilesikleri.

Asagida verilen bazt BTD boya tiirevi bilesiklerin UV spektrumu 390 nm’de absorbans gosterdigi
icin ~260 nm’de absorbans veren DNA’dan iyi bicimde ayirt edilebilmistir. Titrasyon sirasinda
negatif sonuglar (Sekil 1.34’te 2a, b) elde edilmesinin nedeni ise araya giren ajanlarin
konsantrasyonunun DNA konsantrasyonunundan yiiksek olmasindandir. Bununla beraber DNA
tespiti;, C=C gibi 7 aralayici igeren gruplar (Sekil 1.34’te la-c, 2a-C) sayesinde basariyla
yapilmaktadir. Bu gruplar boyanin DNA’ya baglanmasim kolaylastirmak amaciyla gereklidir
(Yapici et al. 2012). Ayrica sentezlenen Ar-C=C- ve PhOMe grubu igeren BTD tiirevlerinin
DNA’nin tespiti i¢in uygun molekiiller oldugu goriilmiistiir (Neto et al. 2005).

Ar \
MO, O OO
Ar Ar
[\ /\ !\
N

s S S
1a Ar = 2Py _ 3a Ar =2Py
1b Ar =4MeOPh A 3b Ar =3Py
1c Ar =Ph 3c Ar = Ph

Sekil 1.33 Tiirevlendirilmis BTD bilesikleri.

Katyonik olmayan BTD bilesikleri ¢ekirdek DNA’sina spesifik baglanarak geleneksel olarak
kullanilan bir¢ok boyadan ¢ok daha iyi performans gostermislerdir (Oliveria et al. 2010).
;/ \;

HO
N OH
: \ Q\(N
X z
HN NA x:®
N_ N
S

Sekil 1.34 Cekirdek DNA’sia baglanan BTD bilesikleri (X=NH, S).
Diger bir calisma da proton transferi yapilabilecek dort bdlgeye sahip 2,1,3-benzotiadiazol

(BTD) bilesiginin sentezini icerir. Bu bilesik kok hiicreler i¢in DNA iizerinde segici bir boya
olarak kabul edilmistir (Neto et al. 2005). Sentezlenen BTDBI (x= NH) ve BTDBT (X=S)
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boya tiirevleri dort farkli proton transferi yapabilecek sekilde tasarlanmistir (Sekil 1.35).
Proton aktarimi yapilacak dort bolgeden ikisinde molekiil i¢i proton aktarimi yapilarak alti
iiyeli veya bes tliyeli halkali bir sistem meydana gelmektedir Ayrica simetrik seklinden dolay1

molekiil i¢i proton transferi de ger¢eklesebilmektedir (Oliveira et al 2010).

BTDBI (X=NH)
BTDBT (X=S)

Sekil 1.35 BTDBI ve BTDBT bilesiklerinin tirevleri.

BTDBI ve BTDBT bilesiklerinin floresans sonuglarina bagli pH araligina bagli olarak nétiir,
anyonik ve katyonik olmaktadir. BTDBI ve BTDBT bilesiklerinin pH c¢ozeltisine kararh
olacak sekilde bagimli iken spektrumun sekli ¢ozeltinin pH’sinden bagimsizdir. Bununla
birlikte, BTDBI ve BTDBT'nin fizyolojik pH degerleri araliginda en yiiksek floresansa sahip
olmast, biyolojik uygulamalar i¢in iyi bir boya oldugunu gostermektedir (Oliveria et al.2010).
Sentezlenen yeni boyalar BTDBI ve BTDBT'nin yapisini ve proton aktarma islemlerine
katilacak 4 bolgeyle birlikte son derece etkili stabilizasyonu saglandig: goriildii. Canli hiicre
goriintiileme deneylerinde BTDBT'nin DNA boyanmasi igin iyi bir isaretleyici oldugu
sonucuna varildi (Wang et al. 2012). 2,1,3-Benzotiadiazol tiirevleri 151k teknolojisinin bir¢ok
alaninda da kullanilmaktadir. Bu BTD tiirevlerinin biyolojik uygulamalar i¢in kullanimi yeni
calismalardandir. Ornegin, ¢dzelti igerisinde ¢ift sarmallt DNA’y1 tespit etmek ve dlgmek icin
baz1 kiigiik polimerik bir tiirev olan BTD tiirevleri kullanilmistir. Son zamanlarda kiiciik
molekiillii BTD-igeren tiirevlerinin hiicresel organelleri secici olarak boyamak i¢in yeni BTD

tiirevlerinin potansiyelini gostermistir (Oliveria et al. 2010).
Asagidaki katyonik BTD bilesikleri ise (Sekil 1.36) spesifik olarak ¢ift sarmalli DNA’ya

baglanarak konsantrasyona bagli olarak absorbans ve floresans artisiyla miktar tayini

yapilmasina olanak tanimaktadirlar (Netto et al. 2012).
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Sekil 1.36 Katyonik BTD bilesikleri.

BTD tiirevleri hem spektrofotometrik hem de spektrofluorimetrik titrasyonlarla dsDNA'ya
karst analiz edildi. Boyalarin hazirlanan seyreltik ¢ozeltileri de spektrumda Onemli
degisiklikleri gosterememis ¢aligilan ii¢c molekiiliin de DNA ile 6nemli derece etkilesmedigini
acikca gosterdi. Sadece BTDShiny, spektrofluorimetrik titrasyonlarda fark edildigi gibi
sadece zayif bir etkilesim gosterdi (Sekil 1.37) (Netto et al. 2012).
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Sekil 1.37 BTDPyMe, BTDPy ve ddsDNA ile BTDShiny'nin spektrofotometrik (listte) ve
spektrofluorimetrik ~ (altta)  titrasyonlari. (Boyalar  konsantrasyonlari:
Spektrofotometrik titrasyon i¢in 10.0 mmol L ve spektrofluorimetrik titrasyon
i¢in 1.0 mmol LY.

Yapilan arastirmalar benzotiyadiazoliin hiicrelerin mitokondrisi iizerinde secici olarak
etiketleyebildigini gosterdi. Bu nedenle benzotiyadiazoliin tiimdr hiicreleri i¢in yeni bir tiirevi

sentezlenmistir (Jiang et al. 2013).
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Floresans olmayan dinitro- bilesigi hipoksik timdr hiicrelerinde yiiksek aktiviteye sahip
nitrorediiktaz enzimi sayesinde kirmizi floresans veren diamino bilesigine doniiserek hipoksik

timor hiicrelerinin belirlenmesinde kullanilmustir (Sekil 1.38) (Jiang et al. 2013).

o,N  NO, H,N  NH,
S S S S
Ci12Hzs N/ \N Ci2Hzs C12Hos N/ \N C12Has
g g

BTD-NO (E:qTD'NHZ )
-NU2 uorescent
(non -fluorescent )

Sekil 1.38 Hipoksik tiimor hiicrelerine 6zgii gelistirilmis BTD tiirevi DNA boyalari
1.7 NIKEL KIMYASININ DNA’YA UYGULANMASI

Elektronik konfigiirasyonu d® ve d® ile biten gecis grubu metalleri DNA ile kovalent
olmayacak sekilde etkilesebilmektedir. Etkilesme sonucunda merkezde metal iyonu olacak

sekilde etrafinda DNA ile etkilesime girecek olan ligandlar bulunmaktadir.

Sigman ve arkadaslar1 gecis metalleri ile ilgili ilk calismalar1 yapmislardir. Sentezlenen
[Cu(phen)2]* metal kompleksinin DNA iizerinde bulunan biiyiik oyuga baglandigi
belirtilmistir (Sigman 1986).

Ligantlarin sahip oldugu geometri bize DNA ile etkilesecek metaller ile olusturacaklar1 yeni
komplekslerin etkilesim tiirli ve geometrisi hakkinda da bilgi vermektedir. Ligandin
geometrisine gore daha diiz olan bilesikler DNA baz ciftleri arasina daha kolay girerek DNA
izerine baglanmis olur. Bu sekilde gecis metallerinin olusturdugu kompleksler DNA {izerine
baglanarak oOzellikle biyoloji ve tip alaninda kullanilan 6nemli ilaglar haline gelmektedir

(Barone et al. 2013).

Gecis metalleri 6zelligi gosteren metallarden 6zellikle nikel ve kobalt komplekslerinin DNA
ile calisilmasi yogun bir olarak bulunan temel elementlerden olmasindandir. Son yillarda
yiiriitiilen bilimsel ¢aligmalardan goriildiigli iizere ge¢is metallerini antibakteriyel, antikanser

vs Ozellik gosteren ilaglarin sentezinde 6nemli oldugu goriilmiistiir (Chitrapria et al. 2010).
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Gegis metali komplekslerinin biyolojik etkileri ve DNA ile iligkisi bilinmektedir. Nikel
kompleksinin DNA’nin kendini kopyalamasinda ve onariminda rol aldigi bulunmustur. Fakat
DNA {izerinde konformasyonel bir farklilik yaratacak etki heniiz gosterememektedir (Shamsi

et al. 2014).

DNA ile nikel ¢alismalarmi igeren kimya ¢alismalari literatiirde mevcuttur. Yapilan
caligmalar incelendiginde nikel komplekslerinin DNA’nin kendini kopyalamasinda ve DNA
onariminda gorev almistir. DNA tamirinde rol alan enzim ve proteinlere karsi ¢alisarak DNA

tamirini engelleyebilmistir (Tan et al. 2010).

Tan ve arkadaslar1 spesifik olarak G-C seciciligi yiiksek bir nikel kompleksi sentezlemislerdir
(Sastri et al. 2003). Antikanser 6zellik gosteren maddelerin birgogu DNA iizerinde G-C ile
zengin oldugu kisimlara baglanirlar. Bu nedenle bu nikel komplekslerin DNA’ya baglanmasi
cok onemli hale gelmistir. Bu etkilesim sonucu kompleks transkripsiyon veya gen aktarimi

olaylarini da bloke edebilir duruma gelmistir (Wang et al. 2005).

Son caligmalara gore Schiff bazi metal kompleksleri ile DNA etkilesimi yogun olarak
calisilmaya baslanmistir. Bu bilesiklerin en 6nemli 6zelliginin ise DNA {izerinde belirli
bolgelere spesifik olarak baglanabilmeleri ve antikanser 6zellik gosteren bilesik sentezinde

onemli rol oynamaktadir (Wang et al. 2005).

N U
h

Sekil 1.39 Schiff baz1 i¢eren Ni (II) metal komplekslerinin molekiil yapisi
Davis ve arkadaslar1 Sekil 1.51°deki Schiff bazi ve Ni(Il) kompleksleri sentezlenmis ve

olusturulan yeni komplekslerin DNA’ya baglanma degerleri artmistir. MS sonuglart mezo-l,2-

difeniletilendiamin grubunu igeren metal komplekslerin DNA’ya baglanma se¢iciligini de
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arttirdign  gézlemlenmistir. Schiff bazi igeren Ni(I) kompleksi DNA etkilesimleri
incelendiginde, komplekslerin DNA’ya interkalasyon yoluyla daha 1iyi baglandigi
gbzlemlenmistir (Davis et al. 2015).

Xu ve arkadaglarinin sentezledigi kobalt ve nikel komplekslerin, baslangicta DNA ile
interkalasyon yapacagi disiiniilmiistiir. Fakat DNA etkilesimleri incelendikten sonra
komplekslerin DNA’ya oluk iizerinden baglandigi sonucuna ulasmislardir. Elde edilen bu
komplekslerin DNA ile etkilestiginde UV absorbans degerinin 190-280 nm arasinda
hiperkromizm oldugu belirlenmistir. Bu komplekslerin 412 nm’de floresans gostermistir.
Artan DNA derigsimiyle floresans siddetinin arttig1 goriilmiistiir. Floresans siddetindeki bu
artis cesitli spektroskopik yontemlerle incelendiginde sonucun interkalasyon baglanma
ozelligi gosteren diger bilesiklerden gore az oldugu sonucuna ulasilmistir. Sonug olarak bu
sentezlenen komplekslerin DNA {izerinde ki oluga baglandig1 gozlemlenmistir. UV-Gor ve
viskozite sonuglar incelendiginde ise nikel kompleksinin kobalta gére DNA’ya daha iyi

baglandigini belirlenmistir (Xu et al. 2008).

Pradeepa ve arkadaglar1 tarafindan bir Schiff bazinin Co(II) ve Ni(I) metal kompleksleri
sentezlenmis ve komplekslerin DNA etkilesimleri ¢esitli yontemler ile analiz edilmistir
(Pradeepa et al. 2013). Bu komplekslerin DNA ile etkilesim ¢aligmalar1 incelenirse, UV de
olarak %20’lik degisim hipokromik etkisi, viskozitedeki meydana gelen artig da kobalt ve
nikel komplekslerinin diisiik derisimlerde DNA’y1 bozmasi, bu komplekslerin DNA’ya
interkalasyon yoluyla baglandigim1 gostermektedir. UV-Gor sonuglarina goére de Co(Il)
kompleksinin DNA’ya baglanma giicii Ni(II) kompleksinden daha fazla oldugu bulunmustur
(Sastri et al. 2003).

o&o 0 o
NH NH NH o NH
—N N=— =N4 ))*_

H20
(L) M=Co”", Ni°"

Sekil 1.40 Schiff baz ligandin ve Co(II) ve Ni(IT) kompleksinin molekiil yapisi.
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Sastri ve arkadaslarinin sentezledigi nikel (II) veya kobalt (III) iceren ligand kompleksinin
DNA etkilesimlerini calismiglardir. Yapilan analizlere dayanarak bu kompleksler i¢in
gdppz/dicng i¢in DNA ile baglanma tiirii belirlenmistir. Bu baglanma tiiriniin ise
interkalasyon oldugu belirtilmistir (Sastri et al. 2003). Bu c¢alismadan ¢ikan sonug ise
qdppz/dicqq'un kobalt(IlT) ve nikel(Il) bilsiklerinin DNA baglanma sabitleri incelendiginde

nikel komplekslerinin daha giigiilii etkilestigi sonucuna varilmistir (Sastri et al. 2003).
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Sekil 1.41 [M(phen)2(qdppz/dicqq)]™" molekiiliiniin yapisi.

Tiim bu ¢aligmalar 1s18inda, BTD ve tiirevlerinin DNA’ya iyi baglanan bilesikler oldugu
anlasilmaktadir. Fenantrolin ve tiirevlerinin de yine DNA’ya baglanan bilesiklerden oldugu
giris boliimiinde detaylariyla 6zetlenmistir. Ayrica organik diizlemsel ligandlarin nikel ile
yaptigt komplekslerini igeren birgok DNA’ya baglanma c¢alismast da literatiirde

bulunmaktadir.
Bu calismada BTD grubu ile genisletilmis yeni bir fenantrolin tiirevi ligand (ipBTD) ve bu

ligandin oktahedral nikel kompleksi [Ni(phen).(ipBTD)]?* sentezlenerek DNA etkilesimleri

arastirilacaktir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Coziicii ve Kimyasallar

Biitiin kimyasallar ve coziicliler analitik derecede ve saflagtirma yapilmadan kullanilmistir.
Reaksiyonlarda ve etkilesimlerde kullanilacak biitiin sulu ¢6zeltilerin hazirlanmasinda Milli-Q
su saflastirma tinitesi kullanilmistir. DNA etkilesim ¢alismalarinda pH’s1 7,5 olan 10 mM

KCI-Tris tampon kullanilmstir.

Bu c¢alismada kullanilan  1,10-fenantrolin  (%99),7-Bromo-2,1,3-benzotiyadiazol-4-
karboksaldehit, KCI, ve eter Aldrich firmasindan, etanol, kloroform Merck firmasindan temin

edilmistir.

DNA,

DNA (Aldrich firmasindan alinan si8ir timiisiinden izole edilmis, liyofilize sodyum tuzu,
yiiksek oranda polimerize-D1502) saf su icerisinde (50 mM pH = 7,5 tampon ¢ozeltide) 24
saat birakilip ¢oziilerek 3 mM stok ¢ozeltisi her defasinda taze olarak hazirlanmistir. DNA
konsantrasyonu Beer-Lambert yasasi (esitlik 2.1) kullanilarak spektrofotometre ile 260 nm’de
absorbsiyon okumasiyla &= 6600 M?' cm? degerleri kullanilarak hesaplanmistir. DNA
ultrasonik banyoda 20 dakika birakilmistir. Stok c¢ozelti {i¢ giinden fazla buzdolabinda

saklanmamustir. Biitlin titrasyon islemlerinde bu stok ¢ozelti kullanilmistir.

A=¢Cl (2.1)

Elektroforez i¢in 10xTBE tampon ¢ozeltisi 10 kere seyreltilerek kullanilmigtir. Agaroz jel

%1’lik agarozun kaynatilarak ¢ozlinmesiyle olusan c¢ozeltinin yavag¢a sogutulmasiyla elde
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edilmistir. Jel tizerinde yiiriime mesafesinin goriilebilmesi i¢in tiim karigimlara boya ¢ozeltisi

eklenmistir. Boya ¢ozeltisi bromofenol mavisinin %40’lik siikroz ¢ozeltisinde ¢oziilmesiyle

elde edilmistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel EtBr ile 30 d boyanmistir. Daha sonra

30 d su ile yikandiktan sonra goriintiileme cihazi kullanilarak fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.2 KULLANILAN CIHAZLAR

2.2.1 Infrared Spektrofotometresi

Jasco FT/IR-300 E

2.2.2 IH-NMR Spektrofotometresi

Bruker Ultra Shield Plus, Ultra long hold time 400MHz NMR

2.2.3 UV/Vis Spektrofotometresi

Carry VinUV 100 Bio, Varian

2.2.4 Floresans Spektrometresi

Perkin Elmer LS 55

2.2.5 ESI-MS

Tandem Gold

2.2.6 Jel Elektroforez

Thermo Electron Corporation EC-330 Midicell Primo
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2.3 BILESIKLERIN SENTEZi

2.3.1 4-bromo-7-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiyodiazol sentezi

R o CH3COONH, A S
prl_ _#,-,Lﬂ 0 T fu,, Aselik asit (buzla) I\IJT 1 H N-.};-._.-;:.H
TF r ﬂ ‘T H 30 ml “ﬂ" *c:wNB "
-. e, - . r 5 I.;}' r
N Br™ ™Y N Reflaks NTSE N
Ux,. - ] N-g Iy
C1aHgN2 05 C7HsBIN2OS T CugHoBrNgS
Mol Wi 210 18824 Mol WE2 24308052 Mol Wi 432 28196
Dion Aldehit Ligant (ipBTD)

Sekil 2.1 4-bromo-7-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiyodiazol (1) sentezi.

30 ml Asetik asit (HAc) tizerine 1,10-Fenantrolin-5,6-dion (231 mg, 1,1mmol) eklenerek
karistirildi ve karigima 7-bromo-2,1,3-benzotiyodiazol-4-karboksialdehit (243 mg, 1,0 mmol)
ve 0,5 g Amonyum asetat ilave edilerek 170°C’de geri sogutucu altinda 4 saat karistirildi.
Turuncu ¢okelek olustuktan sonra reaksiyon sonlandirildi. Karigim bir beher igerisine alinarak
damla damla amonyak ilavesi ile nétralize olmasi saglandi. Cokelek siiziilerek ayrildiktan
sonra kalan siiziintli icerisine buz ilave edilerek ¢okmesi saglandi. Elde edilen ¢okelekler
birlestirildikten sonra etiivde kurumaya birakildi. 415 mg 4-bromo-7-imidazo[4,5-
f][1,10]fenanthrolin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiyadiazol sentezi %95,8 verimle elde edildi. FT-IR
(v em™): 3275, 3029 (N-H), 2161, 1613 (C=N), 1561, 1504, 1491, 1470, 1440, 1425, 1362,
1324, 1257, 1230, 1190, 1117, 1087, 1023, 965, 939, 915. 'H NMR: (400 MHz, DMSO,
Appm), 13,80 (s, 1H, H9), 9,22 (dd, 1H, H8), 9,06 (dd, 2H, H5, H6), 8,98 (dd, 1H, H3), 8,48 (d,
1H, H2), 8,29 (d, 1H, H1), 7,86 (t, 2H, H4, H7). MALDI-MS: m/z (M)= (M+H) hesaplanan
433; bulunan (M+H)=433.
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2.3.2 2,2'-bis(imidazo[1,2-a]piridin-8-il)-3H,3'H-5,5"-bibenzo[d]imidazol Sentezi

(ClO4)2

Nitphen)2 Ligant [Ni(phen),(ipBTD)](CIO,),

Sekil 2.2 2,2"-bis(imidazo[1,2-a]piridin-8-il)-3H,3'H-5,5"-bibenzo[d]imidazol (2) sentezi.

Ligant (100mg 0,23mmol) ayr1 bir beherde kloroformda ¢6ziinerek hazirlandi. 25 ml etanolde
(117mg 0,23mmol) [Ni(phen)2(H20)CI]CI ¢ozeltisi hazirlanarak {izerine 6nceden hazirlanmis
L1 ¢ozeltisi ilave edildi. Geri sogutucu altinda 3,5 saat boyunca karigtirildi. Sar1 ¢okelek
olusunca reaksiyon sonlandirildi ve sogutulduktan sonra siiziilerek ayrilan ¢okelek etiivde
kurumaya birakildi. 121 mg [Ni(phen2)(BTD)]?* %71,2 verimle elde edildi. EN: 320-330 °C.
FT-IR (v cm™): 3275, 3079(N-H), 1609, 1583, 1537, 1518, 1495, 1473, 1456, 1426, 1404,
1365, 1342, 1326, 1243, 1191, 1144, 939, 917, 881, 869, 844, 811, 784, 725, 710, 660.
MALDI-MS: m/z (M)= (M)?*= 426; (M)= (M-H)*= 851, (M)= (M-HBr)*= 711.

2.4 UV TITRASYONU

2,5 ml kompleks ¢ozeltisi 5 mM KCI-TRIS (pH=7,5) tamponu kullanilarak UV kuvartz
kiivetinde hazirland1. Absorbsiyon spektrumu kaydedildi. Uzerine 2ul porsiyonlar halinde
ayni tamponda hazirlanan 2,5 mM DNA c¢ozeltisi eklendi ve her seferinde Pastor pipet
yardimiyla karigtirilarak inkiibe olmasi i¢in 5 dk beklendikten sonra absorbsiyon spektrumu
kaydedildi. Spektrumda degisim durana kadar titrasyona devam edildi. Elde edilen veriler
grafie gegirilerek ligantin baglanma sabiti hesaplandi. Olgiim boyunca kiivet 1s1s1 25 °C’de
sabit tutuldu.
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2.5 FLORESANS TiTRASYONU

2.5.1 Floresans Degisimi

2,5 ml kompleks ¢ozeltisi 5 mM KCI-TRIS (PH=7,5) tamponu kullanilarak cam kiivete
hazirlandi ve uygun dalga boyunda uyarilarak emisyon spektrumu kaydedildi. Titrasyon i¢in,
2ul porsiyonlar halinde ayni tamponda hazirlanan 2,5 mM DNA c¢ozeltisi eklendi ve her
seferinde Pastor pipet yardimiyla karistirilarak inkiibe olmasi i¢in 5 dk beklendikten sonra
emisyon spektrumu kaydedildi. Spektrumda degisim durana kadar titrasyona devam edildi.
Elde edilen verilerden baglanma sabiti hesaplandi. Olgiim boyunca kiivet 1s1s1 25 °C’de sabit

tutuldu.

2.5.2 EtBr ile Yarismal Floresans Calismasi

Yarigmali floresans g¢alismasi i¢in, 5 mM KCI-TRIS (PH=7,5) tamponunda hazirlanan EtBr
¢ozeltisi 2,5 ml 20 uM olacak sekilde cam kiivette hazirlandi. 543 nm dalga boyunda uyarildi
ve 550-750 nm arasinda emisyon spektrumu kaydedildi (slit= 2,5-2,5). Daha sonra EtBr
¢oOzeltisine ayn1 tamponda hazirlanan 100 uM DNA ¢ozeltisi ilave edildi ve etkilesim i¢in 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. 30 dk sonunda 543 nm dalga boyunda uyarilarak emisyon
spektrumu kaydedildi. Uzerine ayn1 tamponda hazirlanan 10 uL porsiyonlar halinde ImM
kompleks ¢ozeltisi eklenerek inkiibasyon igin 5 dk beklendikten sonra spektrum kaydedildi.
Spektrumda degisim durana kadar titrasyona devam edildi. Ol¢iim boyunca kiivet 1s1s1 25

°C’de sabit tutuldu.

2.5.3 Hoechst 33258 ile Yarismah Floresans Calismasi

Hoechst ile yarismali floresans c¢alismasi i¢in, 5 mM KCI-TRIS (PH=7,5) tamponunda
hazirlanan Hoechst ¢ozeltisi 2,5 ml 1,25 uM olacak sekilde cam kiivette hazirlandi. 365 nm
dalga boyunda uyarildi ve 370-640 nm arasinda emisyon spektrumu kaydedildi (slit=2,5-2,5).
Daha sonra Hoechst ¢ozeltisine ayni tamponda hazirlanan 12,5 uM DNA ¢ozeltisi ilave edildi
ve etkilesim i¢in 30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve emisyon spektrumu kaydedildi.
Uzerine 10 pL porsiyonlar halinde 1mM kompleks ¢ozeltisi eklenerek inkiibasyon igin 5 d
beklendikten sonra spektrum kaydedildi. Spektrumda degisim durana kadar titrasyona devam

edildi. Ol¢iim boyunca kiivet 1s1s1 25 °C’de sabit tutuldu.
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2.6 VISKOZITE CALISMASI

Viskozimetri ¢alismasinda Ubbelohde viskozimetresi kullanildi (Sekil 2.3). Digital su
banyosu sicaklig1 30 °C ayarlandi.

Akas siiresi
Olgiim arahig <A%

Sekil 2.3 Ubbelohde vizkozimetresi.

Olgiimiinde kullanmak i¢in KCI-TRIS tamponu igerisinde 12 ml 100 uM DNA ve 2 mM
kompleks ¢ozeltisi hazirlandi. ilk olarak DNA ¢ozeltisi kolona eklendi ve dijital bir
kronometre kullanilarak akis hizi siiresi 6l¢iildii. Daha sonra kompleks ¢ozeltisinden 50 ul’lik
porsiyonlar halinde DNA ¢ozeltisine eklendi, her eklemenin ardindan karisim calkalanarak
5dk etkilesimin tamamlanmasi i¢in beklendi ve dijital kronometre yardimiyla akis hiz1 siiresi
3 defa olgiildii. Degisim durana kadar 6l¢iime devam edildi. Kaydedilen verilerin ortalamasi

alinarak bagil viskozite degeri hesaplandi ve DNA derisimine kars1 grafige gecirildi.

2.7 AGOROZ JEL ELEKTROFOREZ CALISMASI

Agoroz jel; 1,5 gr agaroz 15 ml TBE ve 135 ml saf su iginde kaynatilip iyice ¢oziindiikten
sonra oda sicakliginda ilk sicakligi gecene kadar bekletildi ve kalip kabma dokiildi.

Kullanilan DNA(20 ng/uL plazmid DNA ¢ozeltisi), bilesikler KCI-TRIS tamponu iginde

hazirlandi.
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Jele yiiklenecek ¢ozeltiler karanlik ortam ve DNA nétralizasyon deneyleri igin: 10 pl plazmid
DNA + 10 pl bilesik,

Hidrojen peroksit deneyleri i¢in, 10 pl plazmid DNA + 8 ul bilesik ve 2 ul H20o.

Hazirlanan ¢ozeltiler 1 saat karanlikta 38 °C’de inkiibe edildi. Inkiibe islemi bittikten sonra
her ¢ozeltiye 5 pl bromo fenol mavisi boya eklenip iyice karistirildiktan sonra ¢ozeltilerden
10 pl alinarak jele ekildi. 35 Voltta 180 dakika yiiriitiildiikten sonra jel EtBr i¢cinde (5 mg/ml
etidyum bromiiriin 30 pl’si 500 ml suya eklenerek hazirlanmistir.) 30 dk boyand1 ve 30 dk

EtBr’nin fazlasi alinmasi igin saf su i¢inde bekletildikten sonra fotografi ¢ekildi.
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BOLUM 3

SONUCLAR
3.1 SENTEZ

BTD tiirevi ve onun Nikel kompleksi asagidaki semaya uygun olarak sentezlenmistir.
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Sekil 3.1 BTD tiirevi ligant (ipBTD) ve [Ni(phen)2(ipBTD)]** kompleksinin sentez semasi.

3.1.1 4-bromo-7-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiyodiazol sentezi

4-bromo-7-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiyodiazol (1) (Sekil3.1),
Asetik asit igerisinde 1,10-Fenantrolin-5,6-dion ¢6ziildiikten sonra 7-bromo-2,1,3-
benzotiyodiazol-4-karboksialdehit ve Amonyum asetat ilave edilerek 4 saat geri sogutucu

altinda karigtirtlmasiyla % 95.8 verimle elde edildi.

FT-IR spektrumunda baslangi¢ maddelerinin her ikisinde de karbonil grubu bulundugundan
bu maddelerde 1720 cm-1’de ¢ok siddetli C=O gerilme piki goriilmektedir. Ancak reaksiyon
sonunda olusan iiriine ait IR spektrumunda (Sekil 3.1) bu pik goriilmemektedir. Bu durum

baslangic maddelerinin karbonil gruplarmin degistigini, olusan iirlinlin IR spektrumunda
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gdzlenen 1613 cm™ de C=N ve 3275 cm™ de N-H piki sentezin gerceklestigini gdstermektedir.
ESI-MS spektrumunda (Sekil 3.3) m/z= 433’te goriilen M+H piki tasarlanmis olan bilesigin
sentezlendigini kanitlamaktadir. Ligand’a ait *H-NMR spekturumu (Sekil 3.5) molekiiliin
yapist ile uyumludur Ligandin aromatik pikler beklendikleri yerlerde gelmislerdir. imidazol
halkasinda bulunan 9 numarali —NH protonu halkadaki rezonanstan dolayi yiiksek alana
kaymistir. Fenantrolin halkasindaki azotlara komsu olan 5 ve 6 numarali protonlar daha
yiiksek alanda gelirken 8 ve 3 numarali protonlar halkadaki elektronegatif kiikiirt ve azot
atomlarindan etkilenerek yarilmis ve daha yiiksek alanda gelmistir. 1 ve 2 numarali protonlar
arasinda ise 2 numarali proton daha elektronegatif atom olan broma yakin oldugu i¢in
1 numarali protona gére daha yiiksek alanda pik vermistir. *C-NMR spektrumunda, goriinen
19 pik karbon sayisinin tuttugunu gostermektedir. Fenantrolin halkasina bagl azota

atomlarina yakin karbonlarin daha yiiksek alana kaymis oldugu diistiniilmektedir.
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3.1.2 [Ni(phen)2(ipBTD)]*? Kompleksinin Sentezi

[Ni(phen)2(ipBTD)]*? kompleksinin sentezi (Sekil 3.1), kloroformda ¢oziinen Ligant ve
onceden hazirlanmis olan [Ni(phen)2(H2O)CI]CI bilesigi etanol igerisinde 3,5 saat geri
sogutucu altinda karistirilarak % 71,2 verimle [Ni(phen)2(ipBTD)](ClOs)> kompleksi sari
pudra olarak (CasHzsBrClaN1oNiOsS) elde edildi. FT-IR spektrumunda (Sekil 3.7) 3265 cm™
civari olusan pikin, komplekste 3275 cm™’ye kaymas1 liganta metalin baglanarak kompleksin
olustugunu gostermektedir. ESI-MS spektrumunda (Sekil 3.8) [CasH25BrN1oNiS-Cl2Og]
molekiilii i¢in [CasH25BrN1oNiS]?* hesaplanan M= 852,20 (% 97), bulunan m/z= 851 [M-H]",
m/z= 771’de goriillen [M-HBr]* ve m/z= 426’da [M]** pikleri (Sekil 3.9) tasarlanan
kompleksin sentezlenmis oldugunu gostermektedir. Ayrica sentezin gerceklestigini
kanitlayabilmek ig¢in reaksiyona giren maddelerin ve sentezlenen kompleksin UV
spektrumlart karsilastirilmistir (Sekil 3.10). Liganta ait spektrumda 272 nm’de ve 423 nm’de
iki pik bulunmaktadir. [Ni(phen)2]?*’de ise 269 nm’de genis bir band ve 295 nm’de bir omuz
bulunmaktadir. Kompleksin spektrumuna gelindiginde piklerin birleserek 267 nm’de daha
biiyiik bir pik ve yine 295 nm’de genis omuzu goriilmektedir. Liganda ait 423 nm’deki diger
genis bandin 408 nm’ye kaymasi [Ni(phen)2(ipBTD)]*?> kompleksinin olustugunu
kanitlamaktadir. Nikel kompleksi paramanyetik 6zellik gosterdiginden NMR spektrumu

kaydedilememistir.
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Sekil 3.10 [Ni(phen)2(ipBTD)]*?, [Ni(phen)2]** komplekslerinin ve Ligandin (ipBTD) UV
spektrumlarinin karsilastiriimasi

Cizelge 3.1 Sentezlenen bilesiklerin fiziksel 6zellikleri

Bilesikler Erime Renk Coziicii Kiitle Amax Aem

Noktasi (°C) (9/mol) (nm) (nm)

Ligant 260-280 Turuncu DMSO, DMF,  433,2 408 420
Kloroform

Kompleks 320-330 Sar1 DMSO, DMF, 1051,3 423 427
Kloroform

3.2 BILESIKLERIN DNA iLE ETKILESIMLERI

3.2.1 UV Titrasyon Sonuglari

UV-Gor titrasyon spektrumlarinda 5 mM KCI-Tris tamponu i¢inde hazirlanan ligant ve
kompleks c¢ozeltilerinin absorbsiyonu kaydedilmistir. Cozelti lizerine artan miktarda ayni

tampon icerisinde hazirlanan DNA eklenmesiyle bilesiklerin absorbasinda olusan degisim

gozlemlenmeye ¢alisiimistir.
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Sekil 3.11 Ligant (ipBTD) (40 uM) ¢ozeltisinin DNA ¢ozeltisi (0-12 uM) ile titrasyonu
sonucu UV-gor spektrumda olusan degisim.

40 uM ligant ¢ozeltisinin KCI-Tris tamponu icerisinde hazirlanan ¢ozeltisine artan derisimde
DNA ¢ozeltisi eklenmesiyle absorbansinda olusan degisim goriilmektedir (Sekil 3.11).
Ligantin absorpsiyon spektrumunda 275 ve 408 nm’de maksimum absorbans pikleri
goriilmektedir. Ayrica 350 nm’de izosbestik nokta bulunmaktadir. 275 nm’deki hiperkromizm

ve 408 nm’deki hipokromizm %10’dan az oldugu i¢in baglanma sabiti hesaplanamamustir.
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Sekil 3.12 [Ni(phen)2(ipBTD)]?* kompleksinin (40 uM) ¢ozeltisinin DNA ¢ozeltisi (0-8 uM)
ile titrasyonu sonucu UV-Gor spektrumda olusan degisim.

0,0-
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Kompleksinin tamponda hazirlanan 40 uM ¢dzeltisinin absorpsiyon spektrumu goriilmektedir
(Sekil 3.12). Sentezlenen [Ni(phen)(ipBTD)]** kompleksinin absorpsiyon spektrumu
incelendiginde kompleks 267 ve 423 nm’de iki absorpsiyon vermektedir. Kompleks
¢ozeltisine DNA eklenmesiyle 267 nm’deki fenantrolin pikinde absorbansta meydana gelen
artis (hiperkromizm), 423 nm’deki pikte ise degisiklik goriillmemektedir. Komplekste
gozlemlenen hiperkromizm orant %18’dir. 267 nm’deki pik baz alinarak hesaplanan
baglanma sabiti degeri; 6,4 x 10° M™’dir. Kompleksin baglanma sabiti goz oniinde
bulundurulunca interkalasyon yapmasi beklense de absorbansda goézlemlenen %18’lik
hiperkromizm, DNAnin ikincil yapisinin bozularak konformasyonun degistigini, kompleksin
oyuklardan ya da elektrostatik ¢ekim ile DNA’nin dis kismindaki fosfat gruplarindan
baglanmis olabilecegini gostermektedir. Xu ve arkadaglarinin sentezledigi nikel
komplekslerinin, daha onceki gibi DNA ile interkalasyon yapacak sekilde etkilesecegi
beklense de, DNA-Kompleks calisma sonuglart DNA’ya interkalasyon yoluyla degil de oluk
tizerinden baglandigi tespit edilmistir (Xu et al. 2008). Literatiirdeki diger nikel
kompleksleriyle karsilastirildiginda ortalama bir baglanma sabiti oldugunu goriiyoruz,
[Ni(phen)2(qbdp)]?* ve [Ni(phen)2(dppz-idzo)]** komplekslerinin sirasiyla baglanma sabitleri
6,4 x 10* M~! ve 3,7 x 105 M? olarak bulunmustur (Prabhakara et al. 2002; Abulhasanov,
2018).

3.2.2 Floresans Titrasyon Sonuclari

3.2.2.1 Floresans Degisimi

Floresans titrasyon spektrumlarinda 5 mM KCI-Tris tamponu i¢inde hazirlanan ligant ve
kompleks ¢ozeltileri uygun dalga boyunda uyarilarak emisyon spektrumlar1t kaydedilmistir.

Cozeltiler iizerine ayni tampon igerisinde hazirlanan DNA eklenmesiyle bilesiklerin

emisyonunda olusan degisimler gozlemlenmeye caligilmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 Ligant (ipBTD) (40 uM) ¢ozeltisinin DNA ¢ozeltisi (0-30 uM) ile titrasyonu
sonucu floresans spektrumda olusan degisim.

40 uM ligant, 275 nm’de uyarilarak 420 nm’de emisyon spektrumu kaydedilmistir. Ligantin
diisiik floresans Ozellige sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 3.13). Artan DNA ilavesi ile
hiperkromizm gozlenmis olsa da hiperkromizm orani %10°dan azdir ve zayif bir etkilesim
oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 durum UV titrasyonunda da goriilmiistiir. Bu yiizden ligant ve

DNA arasindaki baglanma sabiti hesaplanamamustir.
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Sekil 3.14 [Ni(phen)2(ipBTD)]?* kompleksinin (40 pM) ¢ozeltisinin DNA ¢ozeltisi (0-15 uM)
ile titrasyonu sonucu floresans spektrumda olusan degisim.
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Kompleksin ayni tamponda hazirlanan ¢dzeltisi 275 nm’de uyarilarak emisyon spektrumu
kaydedilmistir (Sekil 3.14). Kompleks 310-550 nm aras1 427 nm’de genis emisyon bandina
sahiptir (slit= 10-10). 40 uM olarak hazirlanan kompleks ¢ozeltisine DNA eklenmesiyle
floresans siddetinde yiikselme goriilmektedir. Metal kompleksleri, DNA baz ciftleri arasina
girerek ya da oluklar igerisinden baglanarak sulu ortamdan korunmuslar ve bu sayede
emisyon yogunlugunda artma meydana gelmistir (Li et al. 1997). Kompleks i¢in gozlemlenen

hiperkromizm orani1 %66’dur.

Cizelge 3.2 Bilesiklerin floresans titrasyonu sonuglari.

Bilesikler [X], [DNA],  Jex dem Floresans AE% Ksv x 104
X) uM pM (hm)  (nm) degisimi ’ (M)
Ligant 40 12 275 410 Hiperkromizm <10 -
Kompleks 40 15 270 427 Hiperkromizm 66 6,4

Elde edilen sonuglar klasik Stern-Volmer esitligi (Esitlik 1.2) ile uygulanarak kompleksin
baglanma derecesi hesaplanmistir. Kompleks derisimine karsi floresans yogunlugu orani
grafige gecirildiginde egim degeri Ksv degerini vermektedir. Yapilan hesaplamalar sonucu
Ksv degerleri kompleks igin 6,4 x 10* M? olarak bulunmustur. Ligantin sahip oldugu
hiperkromizm oran1 ¢ok diisiik oldugu i¢in hesaplama yapilamamistir. Bu c¢alismada

kullanilan parametreler ve hesaplanan veriler ¢izelge 3.2°de goriilmektedir.

3.2.2.2 Yanismah Floresans Spektroskopisi Sonuclar

Floresans boyalar kullanilarak gerceklestirilen yarigsmali yer degistirme analizlerinde, dnceden
DNA'ya baglanmis olan bir boyay1 yerinden alabilen herhangi bir kii¢iik molekiil, yer
degistirmis boya ile ayn1t modda DNA’ya baglaniyor demektir. Yaygin olarak kullanilan
boyalar EtBr ve Hoechst-32258’dir. EtBr ve Hoechst-32258 sulu ¢ozeltilerinde diistik
floresans Ozellik gosteren boyalardir. Ancak DNA ile baglandiklari zaman floresans
Ozellikleri artmaktadir. Eklenen ilag boyay1 yerinden c¢ikarttik¢a floresans ozellikleri tekrar
diismeye baslayacaktir.
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3.2.2.3 EtBr ve Hoechst-32258 ile Yarismali Floresans

Bilesiklerin DNA ile etkilesimini anlayabilmek i¢cin DNA ile etkilesim modlar1 bilinen ¢esitli
bilesikler ile calismalar yapilmistir. Bu c¢alismalardan biri de DNA’ya interkalasyon ile
baglanan EtBr ile yapilan ¢alismadir. Sekil 3.15’te 20 uM EtBr ile 100 uM sigir DNA’s1
iceren ¢ozeltinin artan derisimlerde kompleks ilavesi ile floresans spektrumunda olusan

degisim gosterilmistir.

intensity

Wavelenght (nm)

Sekil 3.15 EtBr-DNA kompleksinin (20 uM EtBr ve 100 uM DNA) [Ni(phen)(ipBTD)]**
kompleksi ile titrasyonu sonucu elde edilen floresans degisimi.

Tris-KCl tamponu (pH= 7,5) igerisinde 20 uM EtBr hazirlanip 543 nm dalga boyunda
uyarilmistir. EtBr’nin 628 nm’de olusan emisyon yogunlugu ¢ok diistiktiir. Ancak EtBr
¢ozeltisine 100 uM DNA eklendigi zaman EtBr DNA baz cifleri arasina girer ve emisyon
yogunlugunda kuvvetli bir artig goriilmektedir. Bu EtBr-DNA sistemine ayni tamponda
hazirlanan 5 pL’lik porsiyonlar halinde 1 mM’lik kompleks c¢ozeltisi eklenip her seferinde
spektrum kaydedilmistir (Sekil 3.15). Kompleksin DNA-EtBr sistemine ¢ok az etki
gostermislerdir. Bu durum kompleksin DNA’ya interkalasyonla baglanmadiklarin1 gdsterir.
Bu durum kompleksin interkalasyon yapmadigini fakat oluklardan baglanarak yiiksek

konsantrasyonlarda EtBr bilesigini yerinden ¢ikarttig1 diisiiniilmektedir
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Sekil 3.16 Hoechst-33258-DNA kompleksinin (1,25 uM Hoechst-33258 ve 12,5 uM DNA)
[Ni(phen)2(ipBTD)]?* kompleksi ile titrasyonu sonucu elde edilen floresans
degisimi.

1,25 uM Hoechst ¢ozeltisi 365 nm dalga boyunda uyarilmistir ve 450 nm’de diisiik emisyon

vermektedir. Bu cozeltiye 12,5 uM DNA eklendiginde Hoechst-33258 DNA’nin kiigiik

oyuguna baglanarak floresans yogunlugunu arttirmaktadir (Sekil 3.16).

Hoechst-33258-DNA ¢ozeltisine her defasinda 20 puL 1 mM kompleks ¢ozeltisi eklenerek
floresanstaki degisim gdzlenmistir. Ancak yiliksek konsantrasyonlarda bilesik c¢ozeltisi
eklenmesiyle floresans yogunlugunda azalma gorilmistir (Sekil 3.16). 16 uM kompleks
ilavesinde Hoechst-33258 bilesigi tamamen DNA’ya baglandigi yerden ¢ikmistir.Bu Nikel
kompleksinin kiigiik derisimlerde bile hoechstii ¢ikarmasi, maddenin DNA’ya hoechst’ten

daha iyi baglandigin1 gosteriyor.

3.2.3 Viskozite Sonuclar

Vizkozite ¢alismasinda, kompleks oluk baglayic1 Hoechst-33258 ve interkalasyon yapan EtBr
molekiilii ile karsilastirllmistir. EtBr molekiili DNA baz ciftleri arasina girerek DNA’ nin
boyunu yaklasik 2 A kadar uzatir. Bu da vizkozitede bir artis meydana getirir. Oyuk baglayici
maddelerde ise DNA’nin yiizeyinde oyuklardan baglanma oldugu i¢in DNA’nin boyunda bir
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degisim olmaz ya da oyuklar baglanmadan dolay:1 birbirine yaklasti1 i¢in DNA’nin boyu

biraz daha kisalir. Bu nedenle de viskozitede degisim olmaz ya da azalma olur.

1,5
EB
Hoechst
Mi
=
S,
=
1
0,00 0,05 0,10 0,15
[Complex]/[DHA]

Sekil 3.17 [Ni(phen)2(ipBTD)]?" kompleksinin 100 uM DNA viskozitesine etkileri.

Viskozite ¢alismalarinda ilk olarak DNA’nin KCI-Tris (pH= 7,5) tamponunda hazirlanan
¢ozeltisinin 35°C’°de viskoztesi Ol¢iilmiistiir. Daha sonra {izerine ayni tamponda hazirlanan
kompleks ¢ozeltisi eklenerek DNA viskozitesi iizerine nasil etki gosterdiklerini
gostermektedir (Sekil 3.17). Karsilastirma yapabilmek i¢in EtBr ve Hoechst-33258 bilesiginin
de DNA viskozitesi iizerine etkisi 6l¢iilmiistiir. Sekilde [Ni(phen)2(ipBTD)]** kompleksinin,
interkalasyon ve oyuk baglayici oldugu bilinen sirasiyla, EtBr ve Hoechst-33258
molekiillerinin DNA viskozitesi iizerine etkisi goriilmektedir. Artan Hoechst-3258 ve Ni

kompleksi DNA’nin bagil viskozitesini EtBr kadar yiikseltmemistir.

Genellikle ¢esitli interkalatdr ve fenantrolin ligantlartyla hazirlanmis metal kompleksleri
DNA viskozitesini artirmaktadir. Komplekslerin yapisinda fenantrolin oldugu halde DNA’nin
viskozitesi lizerinde 6nemli bir etki gosterememislerdir (Gao et al. 2011, Sun et al. 2011)

3.2.4 Elektroforez

Agaroz jel elektroforezi sentezlenen bilesiklerin DNA hasar1 gergeklestirdigi en kiiciik

derisimi bulabilmek i¢in yapilmistir. Burada plazmit DNA {izerine kompleksin tek basina ve
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peroksit varhiginda etkisinin g¢alisildigi elektroforez goriintiisii goriilmektedir (Sekil 3.18).
Hidrojen peroksit (H202), tek basina zararli bir yap1 olmadigi halde geg¢is metalleri ve
siiperoksit radikalinin («O2") varhi@inda en giiclii radikal olan hidroksil radikalini (*OH)
olusturur. Olusan hidroksil radikali DNA bazlar1 ile reaksiyona girerek DNA hasari
gerceklestirir (Saito et al. 2000).

1 numarali hat (K1) kontrol olarak plazmit DNA, diger hatlar plazmid DNA ve artan miktarda
kompleks i¢cermektedir. H.O- ile yapilan ¢alismada ise, K1 hatt1 kontrol olarak plazmid DNA,
K2 hattinda yine kontrol olarak plazmid DNA+H202, geri kalan hatlarda ise H202 ve artan

konstrasyonlarda kompleks karigimlarinin plazmid DNA’ya etkisi gosterilmektedir.

[Ni(phen),(ipBTD)]*

K1 S 10 20 S0 100 200 400

Form Il

[Ni(phen),(ipBTD)I"* +H,O,

K1 K2 S 10 20 S50 100 200 400

Form Il

Form 1

Form III

Sekil 3.18 [Ni(phen)(ipBTD)]?* kompleksinin pBR322 plazmit DNA’ya tek basina ve
peroksit varliginda etkisinin elektroforez goriintiisii

[Ni(phen)2(ipBTD)]** kompleksinin plazmid DNA iizerine etkisi 6grenebilmek igin plazmid
DNA igeren ¢ozelti lizerine tek basina ve H20» aktivatorii varliginda artan miktarda eklenen
kompleks eklendi ve 38°C’de, karanlikta, 1 saat bekletildi. Sonrasinda jel tizerine uygulanarak

elektroforeze maruz birakildi. Sonuglar EtBr ile boyanarak fotograflar1 ¢ekildi (Sekil 3.18).
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[k elektrograma bakildiginda biitiin hatlardaki DNA izleri birbirinin aymsidir. Yani higbir
degisiklik olmamistir. Cesitli konsantrasyonlardaki kompleks tek basina DNA hasari
gerceklestirememektedir. Ancak kompleks aktivator H2O» varliginda 50 pM’dan itibaren
plazmid DNA’ya ait form I’in azalip form II’'nin artist DNA’ya hasar vermeye baslamis
oldugunu gostermektedir. 200 pM’dan itibaren form II’iin olusmas1 kompleksin DNA’da ¢ift
centik olusturarak DNA hasarini arttirdigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda hem aktivator
varliginda hem de aktivator yoklugunda 200 uM’dan itibaren DNA’nin jel lizerinde ¢okmeye
basladig1 da goriilmektedir.

Kompleks Nikelden kaynakli olarak arti1 ylike sahiptir. Kompleksin sahip oldugu art1 yiik,
ilag-DNA etkilesimini artirmaktadir ve eksi yiike sahip DNA-fosfat omurgasina kompleksin
tutunmasii saglamaktadir. Kompleksin arti yiikleri DNA’nin sahip oldugu eksi yiikleri
kapatarak ndtralizasyon gergeklestirmis ve bir kisim DNA’nin  ¢okmiis olabilecegi

diistintilmektedir (Bagda ve ark. 2017).

3.3 SONUC

Bu calismada, 4-bromo-7-imidazo[4,5-f][1,10]fenanthrolin-2-yl)benzo[c][1,2,5]tiyodiazol
ligand1 ve bunun nikel metaliyle olusturdugu kompleksinin sentezi, karakterizasyonu ve DNA
etkilesimleri tizerinde ¢alisilmistir. Elde edilen ligand ve kompleksin karakterizasyonu FT-IR,
'H-NMR, ¥C-NMR, ESI-MS analiz yontemleriyle gerceklestirilmistir. Bilesiklerin DNA
etkilesimleri UV-Vis titrasyonu, floresans, viskozimetri ve agaroz jel elektroforezi

metotlariyla ¢alisilmistir.

UV-Vis titrasyonu sonuglar1 kompleksin DNA’ya dis baglanma ve/veya oyuk baglayici olarak
baglandigini  gostermektedir. Baglanma sabiti 6,4 x 10° M™’dir. Yapilan viskozimetri
caligmalarinda bu sonu¢ desteklenmektedir. Floresans caligmalarina gore sentezlenen
kompleksin zayif oyuk baglayic1 oldugu ve baglanmayla birlikte floresansinda artma oldugu
tespit edildi. Bu durum kompleksin potansiyel DNA isaretleyicisi olarak kullanilabileceginin

gostergesidir.

Elektroforez ¢aligmalarinda kompleks ortamda tek basina DNA {izerinde herhangi bir kirilma
gerceklestirememistir. Ancak yiiksek konsantrosyonda DNA’nin ¢6kmesine neden olmustur.

Peroksit varliginda ise kompleks yiiksek DNA hasarmma sebep olmustur. Yiksek
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konsantrasyonlardaki ¢okme kompleksin art1 yiiklerinin DNA’nin sahip oldugu eksi yiikleri
kapatarak notralizasyon gerceklestirmesinden dolayr  olabilecegi  diisliniilmektedir.
Kompleksin peroksit varliginda DNA hasarma yolagtigindan toksik 0Ozellik gosterecegi

diistintiilmektedir.
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