N-HETEROHALKALI BENZIMIDAZOL TUREVLERININ SENTEZi VE METAL
KOMPLEKSLERI

Burcu TUTKUN

Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dalinda
Yiiksek Lisans Tezi

Olarak Hazirlanmistir

ZONGULDAK
Eyliil 2013



KABUL:

Burcu TUTKUN tarafindan hazirlanan "N-HETEROHALKALI BENZIMIDAZOL
TUREVLERININ SENTEZI VE METAL KOMPLEKSLERI" bashkli bu ¢alisma jiirimiz
tarafindan degerlendirilerek, Biilent Ecevit Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Kimya

Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak oybirligiyle kabul edilmistir. 10/09/2013

Bagkan: Prof. Dr. Abdurrahman SENGUL (BEU)

Uye  :Prof. Dr. Bekir SALIH (HU)

Uye :Yrd. Dog. Dr. Burak COBAN (BEU)

ONAY:

Yukaridaki imzalarin, ad1 gegen 8&retim iiyelerine ait oldugunu onaylarim. .../.../2013

Prof. Dr. Sadi SEN
Fen Bilimleri Enstitiisii Mudiir V.

i



“Bu tezdeki tiim bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak elde
edildigini ve sunuldugunu; ayrica bu kurallarin ve ilkelerin gerektirdigi sekilde, bu
calismadan kaynaklanmayan biitiin atiflar: yaptigin beyan ederim.”

Burcu TUTKUN



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

N-HETEROHALKALI BENZIMIDAZOL TUREVLERININ SENTEZi VE METAL
KOMPLEKSLERI

Burcu TUTKUN

Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Tez Damismani: Prof. Dr. Abdurrahman SENGUL
Eyliil 2013, 113 sayfa

Bu c¢alismada, N-donor heterohalkali ligandlar sentezlenmis ve bu ligandlarin gecis metal
kompleksleri hazirlanmistir. Piridin 2,6-dikarboksilik asitten yola cikilarak elde edilen 2,6-
bis(benzimidazol-2-il)piridin ligandinin platin(Il) ve paladyum(Il) kompleksleri elde

edilmistir.

Kloro-2,6-bis(NH-benzimidazol-2-il)piridinplatin(II)kloriir, [Pt(L"CI]CI-2H,0 ve
paladyum(IT) [Pd(L")CIICI, kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(Il)kloriir,
[Pt(L*)CIJCICH;OH ve paladyum(I) [Pd(L*)CIICL, ve kloro-2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-
benzimidazol-2-il)piridinplatin(Il)kloriir, [Pt(L*)CI]CI, paladyum(II) [Pd(L*)CI]CI kompleks
bilesiklerinin DNA etkilesimleri sulu c¢ozeltide UV-Vis, fluoresans, vizkozimetre, jel-
elektroforez yontemleri ile calisilmistir. Yapilan c¢alismalarda Kloro-2,6-bis(N-metil-
benzimidazol-2-il)piridinplatin(II)kloriir kompleksinin diger komplekslere gore DNA ile daha

1yi etkilesim yaptig1 gozlemlenmistir.
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OZET (devam ediyor)

Ligand ve kompleks bilesiklerin yapilar1 'H-NMR, UV-Vis, FT-IR, ESI-MS ve MALDI-TOF
MS ile aydinlatilmastir.

Anahtar Sozciikler: Benzimidazol; metal kompleksleri; N-donor; platin; paladyum; piridin

Bilim Kodu: 405.01.01.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

SYNTHESIS AND METAL COMPLEXES OF N-HETEROCYCLIC
BENZIMIDAZOLE DERIVATIVES

Burcu TUTKUN

Bulent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Thesis Advisor: Prof. Abdurrahman SENGUL
September 2013, 113 pages

In this study, N-donor heterocyclic ligands have been synthesized and their corresponding
metal complexes have been prepared. The platinum(Il) and palladium(II) metal complexes of
2,6-bis(benzimidazol-2-yl)pyridine ligand derived from 2,6-dicarboxypyridine have been

synthesized.

Studies of DNA interactions with the compex compounds of chloro-2,6-bis(NH-benzimidazol-2-
y)pyridineplatinum(IT)chloride, [Pt(L")CIJCI2H,0 and the corresponding palladium(II)
[PA(LYCI]C], chloro-2,6-bis(N-methyl-benzimidazol-2-yl)pyridineplatinum(II)chloride,
[Pt(L*)CIJCI-CH;0H and the corresponding palladium(I) [Pd(L*)CI|CL and chloro-2,6-bis(1,3-
propylsulphonate-benzimidazol-2-yl)pyridineplatinum(IT)chloride [Pt(L*)CI]C], and the analogous
palladium(Il) [Pd(L*)CIIC] in aqueous solution have been performed by using UV-Vis,
fluorescence, viscosimetry, gel-electrophoresis methods. In this study, the complex compound of
chloro-2,6-bis(N-methyl-benzimidazol-2-yl)pyridineplatinum(IT)chloride, [Pt(L*)CI]C1 was found to

show greater interaction with DNA among others.



ABSTRACT (continued)

The ligands and the complex compounds have been characterized by '"H NMR, UV-Vis, FT-
IR, ESI-MS and MALDI-TOF MS techniques.

Keywords: Benzimidazole; complexes of metals; N-donor; platinium; palladium; pyridine

Science Code: 405.01.01.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 CALISMANIN AMACI VE KAPSAMI

Son yillarda, ozellikle kanser tedavisindeki oOzelliklerinden dolayr bis-benzimidazol
bilesiklerinin sentezi dikkate deger bir ilgi kazanmistir. Bis-benzimidazol tiirevleriyle yapilan
cesitli caligmalar, sigir timus DNA’sina baglanma ilgisinin vitrotopoizomeraz yavaslatici
potansiyeli veya sitotoksisitesiyle pozitif olarak iligkili oldugunu gostermektedir. Bis-
benzimidazol bilesikleri, anti-fungal, anti-helmintik, anti-viriis, anti-koalugant ve anti-
enflamatuar aktiviteleri gibi 6nemli farmakolojik aktiviteler de gosterirler. Parasitik canlilar
tarafindan sebep olunan insan enfeksiyonlari, diinyada en onemli saglik sorunlarindan birini
temsil ederler ve ¢ok onemli bir ekonomik etkiye sahiptir. Son yirmi yildan fazladir, insan
enfeksiyonlarinin ¢ogunun tedavisi i¢in ilaglari kesfi ve gelistirilmesinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Benzimidazoller, bagirsak yolu nematotlarina (parazitlerine) karsi genis
spektrumlu bir aktiviteye sahip olan genis bir antihelmintik ila¢ ailesidir. Ayrica,
benzimidazol tiirevleri, anti-viral tiirevleri ilaglar ve korozyon yavaslaticis1i olarak da

kullanilmaktadir.






BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 BENZIMIDAZOL YAPISI

Benzimidazol, benzen ve imidazol halkalarmin olusmus bir halka sistemidir. Bu halka
sisteminde numaralandirmaya iizerinde hidrojen atomu tasiyan ve ‘imino azotu’ olarak
adlandirilan azot atomundan baslanir. Bu azot ‘pirol azotu’ olarak da adlandirilir.
Numaralandirmaya tersiyer yapidaki ‘piridin azotu’ ya da ‘tersiyer azot’ olarak adlandirilan

azot atomuna dogru devam edilmektedir (Sekil 1.1) (Preston 1974).

4 3
N
7 |
H

Sekil 1.1 Benzimidazol halkasinin numaralandirilmasi.

Benzimidazollerin imino hidrojeninin zayif bazik 6zelliginin yani sira, zayif asit 6zellige de

sahip ‘amfoter’ karakterde bilesiklerdir (Vogel et al. 1996).

Bazik karakterleri, asit karakterlerinden daha fazla olan benzimidazoller, bazik 6zelliklerini,
iizerlerindeki ortaklanmamais elektron ¢iftini reaksiyona girdikleri atom ya da gruba verebilme

ozelliginde olan tersiyer azot atomu nedeni ile gosterirler (Brown 2008).

Asit Ozelliklerini, tasidiklar1 imino hidrojenini ortama proton halinde vererek gosteren
benzimidazoller, elektron ¢ekici gruplar ile stibstitiie edildiklerinde asit 6zelliklerini artirirlar

(Wang 2010).



2.2 BENZIMIDAZOLLERIN GENEL OZELLIKLERI

Benzimidazol, vitamin B, ve bir¢ok dogal bilesigin bileseni olarak cok genis farmakolojik
ozellikler gosterir. Ornegin, anti-tiimdr etki (Ram et al. 1992) ve niikleik asit sentezinin
inhibisyonu gibi (Carter 1967). Baz1 anti-kanser ilaglar, 6rnegin imet 3393 (cytostasan) yapisi
benzimidazol halkaya sahiptir (Preston 1974). Bazi benzimidazol tiirevlerinin metal
kompleksleri bir¢ok biyolojik molekiil icin model bilesik olarak kullanilir. Bunlara metallo-
enzimler (Brown et al. 1984) ve serine proteases (Jones and Taylor 1977) 6rnek verilebilir.
Benzimidazol tiirevleri ayn1 zamanda anti-viral, anti-fungal etki gostermektedir (Alessio et al.

1997).
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Sekil 2.1 Benzimidazol olusum mekanizmasi.

2.2.1 Erime Noktalari, Kaynama Noktalari, Ayrisma Derecesi

Benzimidazoller, genellikle kristal yapida, yiiksek erime ve kaynama noktasina sahip, polar
coziiciiler i¢cinde ¢oziinen, apolar ¢oziiciilerde coziiniirliikleri smirlt olan kati bilesiklerdir.
Benzimidazoller, bir serbest imino hidrojeni bulunduran tautomerik sistemlerdir. Imino
hidrojenindeki siibstitasyon erime ve kaynama noktasinin diismesine neden olur. Ciinkii N-

siibstitlie benzimidazoller asosiyasyon yapamazlar.

Benzimidazoller ile imidazollerin pek ¢ok agidan benzerligi vardir. Her iki yapida asidik ve
bazik karakterlere sahiptir. Benzimidazoldeki -NH- grubu c¢ok zayif bazik ve goreli olarak
giiclii asidik ozellik gosterir. Cogu benzimidazoller sulu asit ve sulu baz c¢ozeltilerinde
cOziinilirler. Benzimidazoller, imidazollere gore suda ¢ok az ¢oziintirler. Fakat bazi 6rneklerde

goriilecegi gibi sicak suda kristallendirilebilirler.



2.2.2 Psodoasidik Karakter

Benzimidazollerin, psddoasidik karakteri metallerle tuz olusturmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.
Benzimidazollerin kaynar suda hazirlanan ¢ozeltilerine giimiis nitrat c¢ozeltisi ilave
edildiginde az c¢oziinen giimiis tuzlar1 olusur. Ayrica bakir, kobalt, kadmiyum, ¢inko
iyonlarinin amonyakli ¢ozeltileri ile de benzer tuzlari olustururlar. Grignard rektifleri ile
tepkime vererek N-magnezyum halojeniirleri olusturmalar1 benzimidazollerin, asidik yapisini
gostermektedir.  Imino  hidrojeninin  siibstitasyonu  sonucu  olusan  N-siibstitiie

benzimidazollerde psddoasidik karakter ortadan kalkar.

Benzimidazollerin psddoasidik 06zelligine etki eden Onemli bir etken benzen halkasi
iizerindeki siibstitiie gruplardir. Elektronegatif gruplar benzimidazollerin asitligini
arttirmaktadir. Mesela nitrobenzimidazoller yeterince gii¢lii asitler olup sulu amonyak veya
sodyum karbonat igerisinde c¢oziiniirler. 2-Metil-4,6 (veya 5,7)- dinitrobenzimidazol kararl
amonyum tuzlar1 olusturmaktadir. 5-nitrobenzimidazoliin pKa= 10.86 olmasi asitliginin

yeterince giiclii oldugunu gostermektedir.

2.2.3 Baziklik ve Elektronik Yapi

Benzimidazoller, asitlerle tuz olusturabilecek kadar bazik bilesiklerdir. Bazik 6zellik tersiyer
azottaki bir ¢ift elektrondan ileri gelir ve bu azot proton kabul edebilir. Benzimidazol (pKa=

5.5), imidazole (pKa= 7.0) gore daha zayif bir bazdir. Bunun sebebi imidazol ve benzen

halkalar1 arasindaki konjugasyondur (Sekil 2.2).

H H
N + N
H
e 3
L L
H

Sekil 2.2 Imidazol ve benzen halkalar1 arasmdaki konjugasyon semast.

Benzimidazol halkasi icerisindeki konjugasyonun olmasi yapinin kararliligini arttiran bir
etkendir. Bu artan kararlilik ayn1 zamanda bazikligin imidazollere gore daha diisiik olmasina
da neden olmaktadir. Benzen halkasi iizerindeki siibstitiie gruplarda bazik giicl
etkilemektedir. Elektron cekici gruplar bazik giicli azaltirken, elektron salici gruplar bazik

giicii arttirmaktadir.



2.2.4 Tautomerik Karakter

Benzimidazollerdeki imidazol halkasmin, tautomeri gosterdigi ilk kez Kaiser tarafindan
bildirilmistir. 3-nitro-4-asetamidobenzoik asit ve 4-nitro-3-asetamidobenzoik asidin ayri ayri
indirgenmesinden tek bir {irliniin 2-metil-5(6)-benzimidazolkarboksilik asidin olustugunu

gozlemistir (Sekil 2.3). Ayn1 gézlem Gallinek tarafindan da yapilmaistir.

O,N COOH
:©/ indirgenme HOOC H HOOC N
v | -

HN COOH

O —

2-metil-5(6)-benzimidazolkarboksilik asit

Sekil 2.3 2-metil-5(6)-benzimidazolkarboksilik asidin indirgenme sonucu olusumu.

Imino hidrojeninin siibstitasyonu ile bu tautomeri ortadan kalkar ve numaralandirmaya

siibstitlie azot atomundan baslanarak bilesik i¢in tek bir yap1 formiilii verilebilir.

2.2.5 Kimyasal Ozellikleri

Benzimidazollerin en belirgin 6zelliklerinden biri kimyasal dayanikliklaridir. Asitler ve
bazlarla en etkin sekilde muameleye bile direng gosterirler. Imidazol halkas: yiikseltgenmeye
karst ¢ok direnglidir. Benzimidazol, KMnO4 ile etkilestirildiginde benzen halkasi
yiikseltgenerek parcalanir ve 4,5-imidazolkarbosiklik asit olusur. Benzimidazoldeki imidazol
halkas1 indirgenmeye karsi da ¢ok direnclidir. Hatta benzen halkasi bile indirgenmeye kars1
biraz direng gosterir. Benzimidazoller Ni ve hidrojenle indirgenmezken, 2-metil-2-etil-ve 1,2-
dimetilbenzimidazol buzlu asetik asit icinde platin oksit lizerinde hidrojenlendigi zaman
karsilik gelen tetrahidro tiirevlerine doniisiir. 2-Fenilbenzimidazol bu kosullarda 2-
siklohekzil-4,5,6,7-tetrahidrobenzimidazol verir. Benzimidazoliin kimyasal etkinligi, azotlarin
tuz olusumu, acillenme ve alkillenme tepkimeleri ile benzen halkasinin elektrofilik

siibstitasyon tepkimesinden olusmaktadir.



2.2.4 Fizyolojik Ozellikleri

Benzimidazol ve tiirevleri bakteri ve maya gelisimini engellemektedir. Benzimidazol ve
tirevleri anti-mikrobiyal, anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-histaminik, anti-alerjik, anti-
helmintik, anti-neoplastik, lokal analjezik, anti-nematodal, anti-piretik, vazodilatator,
spazmolitik ve hipnotik gibi ¢esitli 6zelliklere sahip bilesiklerdir (Cetinkaya et al. 1996). Bazi
benzimidazollerin virlis olusumunu engelledigi rapor edilmistir. Fakat adenin ve guanin
ilavesi ile inhibitdr etkisi tersine doner. Imidazol ¢ekirdeginin metalik iyonlarin bir kismi ile
kolayca koordine oldugu bilinmektedir ve bu 6zellik B, vitamini ve hemoglobinde 6nemli rol
oynar. Alkil siibstitiie benzimidazoller grip hastaligina sebep olan Lee bakterisinin
cogalmasini engeller (Tamm et al. 1953). Bu amacla 2-izopropil-5-metil-2-n-biitil-5-metil, 2-
etil-5- metil ve 2,4,5,6,7-pentametilbenzimidazoller olduk¢a etkin bilesiklerdir. 2-
aminobenzimidazoller ve metilsiibstitiie tiirevlerinin kalbin ¢alisma diizenini bozdugu tespit
edilmistir.  Ayn1  deney kosullarinda 2-amino-5-klor-benzimidazol ve 2-amin-1-
fenilbenzimidazol ise etkisizdir. Etkin bilesiklerdeki benzen halkasinda metil
siibstitasyonunun artis1 ile birlikte bilesigin etkinligi de artmaktadir (Okuyucu 2002). 2-
alkilaminometil-ve 2-dialkilaminometil-benzimidazoller lokal anestezik ve ayni zamanda
analjezik etkiye sahiptirler Boyle bilesiklerin benzer aktiviteleri mevcut alkil gruplarinin
biiytikligl ve dogasiyla ilgilidir. N-metil-9,10-fenantrobenzimidazol mortin benzeri 6zellikler
gosterdigi rapor edilmistir. Mebandozol; [metil-(5-benzoil-1-H-benzimidazol-2-il)karbamat]
ve flubenzimidazol; [ metil-[-5-(4-florbenzoil)-1-H-benzimidazol-2-il)karbamat] benzimidazol

tiirevleri olup anti-helmintik aktiviteye sahiptirler (Okuyucu 2002).

2.3 BIS-BENZIMIDAZOL VE TUREVLERININ SENTEZI

2.3.1 Benzimidazolden Cikarak

Benzimidazol veya 5-siibstitiiyebenzimidazolin kuru THF varlifinda metalik Na ile
etkilestirilmesinden bilesigin Na tuzu olusur. Olusan benzimidazol veya 5- siibstitiiye

benzimidazoliin Na tuzunun dibromalkanlar ile tepkimesinden bis-benzimidazoller olusur

(Sekil 2.4) (Kiigtikbay et al. 1995).



Na* CH
H @ 2
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Sekil 2.4 Benzimidazolden Na metali ile bis-benzimidazol olusumu.

2.3.2 Benzen-1,2-diamin’den Hareketle

2.3.2.1 Karboksilli Asitlerle Polifosforik Asitli Ortamda Isitma

Baz1 bis-benzimidazol tiirevi bilesikler, 1,2-fenilendiamin ve karboksilli asitlerin polifosforik

asit varhiginda 200-250 °C’de 24 saat siireyle, siklokondensasyon reaksiyonu sonucu elde

edilebilir (Sekil 2.5) (Addison and Burke 1981, Dall'Oglio et al. 2002).

H

H
NH, . . . N N
olifosforik asit
@[ + HOOC-(CH,),-COOH P > ©: />—(CH2)n{\ :@
N N

NH,

Sekil 2.5 1,2-diaminden bis-benzimidazol olusumu.
2.3.2.2 Mikrodalga Titresimlerine Maruz Birakma
Yine bazi bis-benzimidazol tiirevleri, 1,2-fenilendiamin ve karboksilli asitlerin asit ortamda
2.5 dak. siire ile mikrodalga titresimlerinin yardimiyla siklokondensasyon reaksiyonu

sonucunda, yiiksek verimle elde edilebilmektedir (Sekil 2.6). Bu yontem konvansiyonel

1sitma yonteminden daha kolay ve hizlidir (Mobinikhaledi et al. 2005).

H H
NH, HCI / mikrodalga titresimi N N
+ HOOC-(CH,),-COOH >—(CH)—
NH, N N

Sekil 2.6 1,2-diaminden bis-benzimidazol olusumu.

Bis-benzimidazollerin sentezinde, mikrodalga titresimlerine maruz birakarak solventsiz
calisma imkam1 saglayan bir baska yontem de silikajel yardimiyla sentezin

gergeklestirilebilmesidir (Sekil 2.7). Bu yontemde silikajel tizerindeki 1mmol siiksinik asit ve




2mmol 1,2-fenilendiamin karigimi, mikrodalga firminda, 900W titresim giicii altinda 3 dak.

siire ile 1sitilmaktadir (Aghapoor et al. 2005).

NH silikajel mikrodalga H H
2 Uzerinde titresimi N N
+ HOOC-(CH,),-COOH - )—(CHz)n{\
NH, 900W / 3 dakika N N

Sekil 2.7 Mikrodalga yontemi ile bis-benzimidazol olusumu.

2.3.2.3 Kum Banyosu Uzerinde Isitma
Bu yontem ile sentez kum banyosunda ger¢eklestirilmektedir. Bu yontemde 2.2mmol 1,2-

fenilendiamin ve Immol siiksinik asit karigimi 30 dak. siire ile kum banyosu iizerinde

1isitilarak hedeflenen {iriiniin sentezi gergeklestirilmistir (Sekil 2.8) (Aghapoor et al. 2005).

. H H

NH; 30 dakika N N
@E + HOOC-(CH,),-COOH - - /%(CHZ)n4<\
NH, kum banyosu Uzerinde N N

Sekil 2.8 Kum banyosu yontemi ile bis-benzimidazol olusumu.

2.3.2.4 Karboksilli Asitler ile Sulu Ortamda Isitma

Bis-benzimidazol tiirevlerinin bir baska yOntem ile sentezi ise, 1,2-fenilendiamin ve
karboksilli asitlerin sulu ortamda, 350 °C’de 2 saat siire ile 1sitilmasi sonucu

gerceklesebilmektedir (Sekil 2.9) (Dudd et al. 2003).

H H
NH; H,0 N N

@[ + HOOC-(CH,),-COOH - Ej: )—(CH)
NH, N N

Sekil 2.9 Sulu ortamda bis-benzimidazol olusumu.

2.3.2.5 Karboksilli Asitler ile Seyreltik HCI’li Ortamda Isitma

Baz1 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezleri, Phillips yontemine gore, 1,2-

fenilendiamin ve karboksilli asitlerin, seyreltik hidroklorik asit ile 1sitilmasit sonucu




gerceklestirilmektedir (Sekil 2.10) (Shriner and Upson 1941). Bu yontemde monokarboksilli
asitlerin kullanilmasi ile 2 siibstitiie 1H-benzimidazol, dikarboksilli asitlerin kullanilmasi

durumunda ise bis-benzimidazol tirevleri elde edilmektedir.

H

NH; Seyreltik HCI N
+ RCOOH - )—R

NH, N

NH § §
2 Seyreltik HCI N N

+ HOOC-(CH,),-COOH —— 5 )—(CHY
NH, N N

Sekil 2.10 Seyreltik HCl ile bis-benzimidazol olusumu.

2.3.2.6 Karboksilik Asit Tiirevleri ile Etkilesim

1,2-fenilendiamin ile karboksamitlerin etkilesimi sonucunda 2-siibstitiie 1H-benzimidazoller,
dikarboksilikdiamitlerin kullanilmasiyla da bis-benzimidazoller elde edilebilmektedir.

Reaksiyon, etilen glikol icerisinde gerceklesmektedir (Sekil 2.11) (Cakir et al. 1988).
NH, N
@[ + RCONH, @[ S>—R
NH, N
H H
NH, N N
@[ + HoNOGC-(CHy),-CONH, —— » ©: )—(CH)n D
NH, N N

Sekil 2.11 Etilen glikol i¢inde benzimidazol ve bis-benzimidazol olusumu.

Y

1,2-fenilendiamin ve esterlerin oda sicakliginda sulu etanol ¢6zeltisi i¢indeki reaksiyonu ile 2-

stibstitlie-1 H-benzimidazoller elde edilmektedir (Sekil 2.12).

NH;, N
@[ + RCOOR ——> ©: S>—R
NH, N

Sekil 2.12 Esterlerden benzimidazol olusumu.
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1,2-fenilendiamin ve diesterlerin fosforik asit icinde azot altinda yiiksek sicaklikta 1sitilmas1

ile bis-benzimidazoller elde edilmektedir (Sekil 2.13) (Chatterjee 1966).

H H
NH, N N

@[ + ROOC-(CH,),-COOR — » ©: )—(CHz)n{\
NH, N N

Sekil 2.13 Diesterlerden bis-benzimidazol olusumu.

Anhidritlerle etkilesim sonucu da benzimidazol tiirevleri elde edilebilmektedir (Sekil 2.14).

NH, N
E:[ + (RCOLR' — & @[ SR
NH, N

Sekil 2.14 Anhidritlerden benzimidazol olusumu.

2.4 PLATIN(II) ve PALADYUM(IT) KIMYASI

Platin(I) ve paladyum(Il) d* gecis metal iyonlaridir. Komplekslerinde gogunlukla sp*d
hibritlesmesi yaparak kare diizlem kompleksler meydana getirirler. Platin(Il) ve paladyum(II)
iyonlar1 yumusak asit sinifindadir ve yumusak bazlarla kararli kompleksler olustururlar. Azot,
kiigiik yaricap1 ve yliksek elektronegatifligi ile sert baz smifindadir. Ancak aromatik N-
heterosiklik ligandlara bagli olan siibstitiientler varliginda azotun elektron verici davranisi

artarak platin(Il) ve paladyum(II) ile kararli kompleksler olusturabilirler (Pearson 1963).
Ikinci ve iiglincii sira gecis elementleri icin kristal alan yarilma enerjisi biiyiik oldugundan
platin(IT) ve paladyum(II) iyonlar1 halojeniirler gibi zayif alan ligandlariyla bile diyamanyatik
kare diizlem kompleksler olustururlar.

2.4.1 Platin(II) ve Paladyum(II) Genel Ozellikleri

Platin ve paladyum periyodik cetvelde 10. grupta nikelin altinda yer alirlar. Platin, [Xe]
4£'45d°6s' paladyum ise [Kr] 4d'°5s° elektronik diizenine sahiptir.
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Cizelge 2.1 Paladyum ve Platinin genel 6zellikleri.

Paladyum Platin
Atom Numarasi 46 78
Atomik Sembol Pd Pt
Atom Agirhig 106,42 195,084
Elektronik Yap1 [Kr] 4d"5s° [Xe] 4f'*5d°6s'
Erime Noktas1 °C 1554,9 1768.3
Kaynama Noktas1 °C 2963 3825
Yogunluk (g/cm3) 12,023 21,45
Kararli Yiikseltgenme Basamaklari 0,+1,+2, +4 0,+1,+2, +3, +4, +6

Paladyum metali, ilk olarak 1803 yilinda William Hyde Wollaston tarafindan kesfedilmistir.
Paladyum, rodyum, iridyum, osminyum ve platin elementleri ‘Platin Grubu Elementleri’
olarak adlandirilirlar. Paladyum metali diger platin grubu metalleri ile birlikte bulunur.
Mineralinin nitrik asit veya hidroklorik asit ile ¢Oziinmesi sonucunda altin, platin ve
paladyum H,MCly kompleksleri olusur. Cozeltideki altin FeCl, ile c¢oktiiriilerek, platin ise
(NH4),PtCls seklinde c¢oktiiriilerek ¢ozeltiden uzaklastirilir. Paladyum, NHy ve HCI ile
coktiiriilerek PdCL(NH3), kompleksi elde edilir. Bu bilesigin yanmasi ile de metalik
paladyum elde edilir. Paladyum saf haldeyken giimiisiimsii beyaz renktedir.

Platin ve platin alasimlarmnin varlig1 milattan dnce 7. yiizyildan beri bilinmektedir. Ispanyollar
bu metali ilk olarak Kolombiya’ da bulduklarinda ona kiiciik glimiis anlamina gelen ‘platina’
adin1 vermislerdir. Platin metalini, glimiis cevherleri i¢inde istenmeyen safsizlik olarak
gormiisler ve kullanmamiglardir. 18. yiizyilin basinda platin cevherleri Gliney Amerika’ dan
Avrupa’ya getirilmis ve 1741 yilindan Charles Wood, platini cevherinden ayirmustir. 19.
yiizyilda platin kimyas1 ¢aligmalar1 baglamistir.

Platin, saf haldeyken gilimiisiimsii renktedir. Platin, soy metal oldugundan korozyona
dayaniklidir, asinma ve kararma direnci yiiksektir. Bu nedenle ideal bir kuyumculuk metalidir
ve altindan daha degerlidir. G6ze carpan diger 6zellikleri arasinda; kimyasallara kars1 direng,
cok tstiin sicaklik 6zellikleri ve kararl elektriksel 6zellikler sayilabilir. Platin havada higbir

sicaklikta korozyona ugramaz ancak siyaniir, halojenler, kiikiirt ve alkaliler tarafindan
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ugratilir. Hidroklorik asit (HCI) ve nitrik asit (HNOs3) icerisinde ¢oziinmez fakat kral suyu

olarak bilinen karisimda kloro-platinik asit olusturarak ¢6ziiniir.

2.4.2 Platin ve Paladyum Kullanim Alanlan

Platin ve paladyum metalleri ve bunlarin bilesikleri 6nemli kullanim alanlarina sahiptirler.
Platin ve paladyum kimyasi1 birbirine ¢ok benzer oldugu i¢in, kullanim alanlar1 da c¢ok

benzerdir.

Platin; laboratuvar kaplarmin, bozunmaya dayanikli gereglerin ve tellerin yapiminda,
kuyumculukta, dis hekimliginde ve elektrik kontaklarinda kullanilir. Ayrica tipta kemik
kiriklarinda i¢ ve dis fiksatif olarak kullanilmaktadir. Platin-kobalt alasimlar1 gii¢clii manyetik
ozellik gosterir. Platin rezistans telleri ¢ok yiiksek sicakliklarda calisan elektrikli firmlarin
yapimminda kullanilir. Arabalarda ve hava kirliligini dnleyici donanimlarm yapiminda, fiizelerin
ug konilerinin ve jet motorlarinin agizliklarmin kaplanmasinda, biiyiik gemilerin, deniz alt1 boru
hatlarmin ve ¢elik desteklerin katodik koruma sistemlerinde de platinden yararlanilir. Siilfiirik
asit eldesinde ve petrol {iriinlerinin islenmesinde katalizor olarak platin kullanilmaktadir. Platin

direncli termometreler, elektrolizde kullanilan elektrotlarda da yer alir.

Paladyum metali de platin gibi kuyumculukta, 6zellikle altin1 beyazlatmak i¢in altina ilave
edilerek kullanilmaktadir. Ayrica paladyum ve alasimlar1 discilik, saat ve cerrahi aletlerin
yapimi gibi alanlarda kullanilir. Paladyum ve bilesiklerinin en 6nemli kullanim alani katalizor
olarak kullanilmasidir. Sentetik ve katalitik reaksiyonlarda karbonlama, oligomerizasyon,
ozellikle hidrojenasyon ve dehidrojenasyon reaksiyonlarinda platin(Il) ve paladyum(Il)
bilesikleri aktif katalizor olarak kullanilirlar. Platin(II) bilesikleri i¢inde katalizor olarak en 1y1
bilineni, ytlikseltgenme katalizorii olarak otomobillerin katalitik konventorlerinde kullanilan
PtCl,’ dir. PdCl; ise alkilleri cis-alkenlere indirgeyen ideal ve segici bir katalizordiir. Bunlarin
yant sira [Pdy(PPh;3),Cl], frans-[Pd(py).CL], PA(OCOCH3),, PA(NO3), ve [Pt(PPh3)2CI2]
kompleksleri en ¢ok kullanilan katalizorlerdir (Chaloner 1986).
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2.4.3 Platin(II) ve Paladyum(II) Komplekslerinin Anti-Kanser Ozellikleri

Platin(Il) ve paladyum(II) iyonlar1 6zellikle azot ve kiikiirt uglu ligandlarla anti-viral, anti-
timor ve sitotoksisite etkisi gosteren kompleksler olustururlar (Petrovic et al. 2007, Garoufis

et al. 2009).

IIk anti-tiimor aktivite gosteren platin(Il) kompleksi Fizik profesdrii Barnett Rosenberg
tarafindan bulundu. Rosenberg, 1961 yilinda biyofizik ¢aligmalar1 sirasinda hiicredeki mitoz
boliinme evresi ile miknatis ¢evresindeki manyetik alanmn birbirine ¢cok benzeyen iki doga
olayr oldugunu gordii ve iki olay arasindaki iliskiyi incelemeye karar verdi. Rosenberg,
Escherichia coli bakterilerinin boliinmesi lizerine elektrik alanin etkisini gdzlemlemek
amaciyla besin ortami olarak kullanilan NH4Cl ¢ozeltisindeki bakterilere Pt elektrot ile
elektrik alan1 uyguladi. Elektrik akimi verildikten birka¢ saat sonra E. coli bakterilerinin
beklenilenin aksine boliinmediklerini (¢ogalmadiklarmi), fakat boylarinin uzadigini fark etti.
Akim kesildikten sonraki saatlerde boliinmenin tekrar bagladigini gordii. Rosenberg,
bakterilerin bliylimesini etkilemeyen ancak ¢cogalmasimi etkileyen faktoriin uygulanan elektrik
akimindan degil, ¢ozelti ortaminda NH4Cl ile platin elektrot arasinda yavas bir tepkime
sonucu olusan cis-[PtCl,(NH3),] kompleksinden kaynaklandigini belirlemistir (Rosenberg et
al. 1965, Rosenberg et al. 1969).

Bu 6nemli kesiften sonra cis-[PtCl,(NHs3),] kompleksinin anti-kanser aktivitesi ¢alisildi ve
pek cok kanser hiicresi iizerinde etkili oldugu belirlendi. 1971°de Amerikan Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) tarafindan ‘cisplatin’ adiyla farkhi kanser tiimorlerine kars1 ilag olarak
kullanilmasina izin verildi (Sekil 2.15) (Higby et al. 1974). En yaygm kullanilan anti-tiimor
ilaglarindan biri olan cis-platin 6zellikle mesane, yumurtalik ve kemik kanseri tedavisinde
etkindir. Cis-platinin kullannm dozuyla ilgili yan etkiler, zamanla ilaca karsi hiicrelerin
gelistirdigi direng ve diger problemler bu ila¢ yerine daha diisiik dozlarda daha etkin, yan
etkileri daha az ve daha iyi ¢6ziinen ilaglarin arastirilmasini tesvik etti. Bu amagla, karboplatin
([Pt(cbdca)(NH3),]; cbdca: 1,1-dikarboksilato-siklobiitan), nedaplatin ([Pt(C,O3;H,)(NHj3),];
C,0s3H;: glikolat veya hidroksi asetat dianyonu) ve oksaplatin ([Pt(1,2-dach)(ox)]; dach: 1,2-
diaminosiklohekzan ve ox: okzalat anyonu) ticari adlariyla sekil 2.15°de agik yapilar1 goriilen

platin(Il) kompleksleri klinikte kullanilmak iizere anti-kanser ilag olarak piyasaya siirtildii.
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Clu, . ,NH; HsN O N 0 ° HaN. 0. O
o NH Pt P, Pt

Cisplatin Karboplatin Oksaliplatin Nedaplatin

Sekil 2.15 Kemoterapide kullanilan platin(Il) kompleksleri.

Karboplatin, yan etkilerinin daha az olmasi nedeniyle klinik uygulamalarda cis-platinin yerini
aldi (Calvert et al. 1982). Nedaplatin, etki olarak karboplatine benzer ve 1994’den beri
Japonya’da kullanilmaktadir (Smyth 1986). Oksaliplatin ise uzun siireli kullanimda hiicre
direnci olusturmayan bir etkiye sahiptir (Akaza et al. 1992). Bu platin komplekslerinin
sitotoksik aktifligi (canli hiicreleri 6ldiirme etkisi)’nin molekiil yapist ile iligkili oldugu ve
ozellikle cis-izomerlerin hiicre biiylimesini dnlemede daha etkin olduklar1 anlasildi. Bununla
birlikte sitotoksik frans-platin(Il) kompleksleri de son yillarda rapor edilmistir (Sotomayor et
al. 1992). Bugiine kadar yaklasik 15 farkli platin(Il) kompleksi anti-kanser ilag olarak
piyasada yerini almis olmasma ragmen halen bu konu giincelligini korumakta ve her gecen
giin benzeri ¢ok sayida platin(Il) kompleksi sentezlenip test edilerek daha diisiik dozlarda, yan
etkileri minimum olan ytiksek sitotosik aktiviteli metal komplekslerinin elde edilmesiyle ilgili

calismalar devam etmektedir (Van Z. and Reedijk 2005, Kostova 2006, Reedijk 2009).

Platin ile ayn1 grupta bulunmasi nedeniyle paladyum kompleksleri kimyasal be yapisal 6zellik
bakimmdan platin kompleksleri ile olduk¢ca benzerdir. Bu benzerlik nedeniyle ‘acaba
paladyum(Il) kompleksleri de platin(Il) kompleksleri gibi yiiksek anti-kanser etkiye sahip
midir?’ sorusunu akla getirmis ve paladyum(Il) komplekslerinin de anti-kanser o6zellikleri
iizerine yapilan arastirmalarin 6nemini arttrmistir (Amundsen A. R. 1986, Newkome 1986,

Rosenberg 1986).

2.5 ILAC HEDEFi OLARAK DNA

Yasayan hiicrelerin en 6nemli bileseni olan niikleik asitler genetik bilginin saklanmasi ve
ifadesi i¢in gereklidir. Kimyasal olarak iki farkli tiirde niikleik asit bulunmaktadir:
Deoksiribontikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA). DNA yapisinda, yasayan bir
organizmanin fiziksel ve kimyasal gelisimi i¢in gerekli olan proteinlerin sentezi sirasinda

kullanilan genetik bilgi bulunmaktadir. Bu bilgiler translasyon ve transkripsiyon prosesleriyle
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proteine doniistiiriiliir. Kanser dahil bircok hastaligin sebebi olan gen aktarimindaki hatalar
ayni zamanda DNA’y1 ilaglar i¢in ¢ok iyi bir hedef haline getirmektedir. AIDS (Regis Marty
March 2004), sitma (Kwakye-Berko and Meshnick 1989) ve (Lisgarten et al. 2002), uguklar
(Hewlett et al. 2004), hepatitler (Hewlett et al. 2004) ve mantar enfeksiyonlar1 (De Backer and
Van Dijck 2003), DNA ile etkileserek DNA’nin fonksiyonunu kaybetmesini saglayan
ilaglarla tedavi edilmektedir. Ne yazik ki DNA hedefli bu ilaclar birgok toksik yan etkiyi
beraberinde getirmektedir. Yan etkilerin temel sebebi kullanilan ilaglarin segiciliginin ¢ok
diisiik olmas1 ve saglikl hiicrelere de zarar vermesidir. Bu yan etkilerin azaltilmas1 ilaglarin

DNA’ya baglanma sekli lizerine yeni bir konu dogurmaktadir (Haq and Ladbury 2000).

2.5.1 DNA ve Poliniikleotitler

Niikleik asitlerin monomeri olan niikleotit, kimyasal yapisinda ii¢ farkli molekiiler yapiy1
barindirmaktadir. Bunlar fosfat, seker (riboz veya deoksiriboz) ve bir bazdir (piirin veya
primidin). Niikleotitler birinin seker grubunda bulunan 3'-karbonuyla digerinin 5'-karbonu
arasinda kurulan fosfodiester bagiyla birbirlerine baglanarak polimerik bir zincir olustururlar

(Sekil 2.16).

3 end g

Sekil 2.16 DNA zinciri (URL- 1 2013).

Bu durumda polimer zincirinde ana iskelet tekrar eden fosfat ve seker gruplarindan olusurken

diger bilesen olan baz degisiklik gdstermektedir. Azotlu bazlar olarak da adlandirilan bu grup
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piirin ve pirimidin olmak {izere iki ana yapida bulunur. Piirin bazlar1 olan adenin ve guanin iki
halkal1 bir sistemden olusurlar. Pirimidin bazlar1 ise timin ve sitozin olmak tizere iki adettir ve

tek halkali bir sistem igerirler (Sekil 2.17).

NH, O OH @)
Sy S, Crn
N N/) NTONTNH, N/go N*o
H H H
Adenin Guanin Sitozin Timin

Sekil 2.17 DNA zincirinde bulunan azotlu bazlar.

1950’lerin baglarinda James Watson ve Francis Crick DNA’nm bugiin bilinen ii¢ boyutlu
halini X-ray ¢alismalarmi1 yorumlayarak ortaya cikardilar (J. D. Watson 1953). Deneysel
olarak bir ¢alisma yapmamalarina ragmen o giine kadar yapilan DNA ile ilgili caligmalar1 bir
araya getirip yorumlayabilmeleri sayesinde DNA yapisinit dogru bir sekilde tahmin
edebilmislerdir. Bu ¢alismada DNA’nin birbirine ters istikamette paralel (antiparalel) iki
karsit zincirin birbirlerine zincirde bulunan azotlu bazlarin arasinda yapilan hidrojen baglari

sayesinde baglandigini gostermislerdir (Sekil 2.18).

Hidrojen Baglan
pr/OH
P
o \o\- ===== : H
h
ot i A e
iy 1
i\p/D 'O\ o
ST A R o
HE G g C /‘
e b,
&, 0 g
AP \P/O
0} O\ ,,,,, : 0/\0
HyC G G
S, Al ]
5 T
%O Q
Y S
) o, e s e e oy
H,C < A Jee T
h 4
H‘/ s
o Adenin Bazi Deoksiriboz O\P/O'
Ha Y
Fosfat /

Sekil 2.18 A-T ve G-C bazlar1 aras1 tamamlayic1 hidrojen baglar1 (URL-2 2013).

Zincirler bir ¢ift sarmal yap1 olustururlar. Bu yapida i¢ kisimda hidrofobik bazlar birbirlerinin

iizerine aralarinda 0.34 nm mesafe olacak sekilde istiflenirler ve bdylece sulu dis ortamdan
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sakl1 apolar bir ortam olusur. Dis tarafta ise fosfat ve deoksiriboz sekeri bulunur. Bu yap1 baz
ciftlerinin merdiven gibi konumlanmalar1 sebebiyle kedi merdiveni olarak adlandirilir.
Sarmalin ¢ap1 yaklasik 2 nm’dir ve 10 baz ¢ifti igeren her doniis 3.4 nm uzunlugundadir. Bu
doniisler srasinda yapida iki farkli bosluk olusur (Sekil 2.19). Bunlar 12 A biiyiikliigiindeki
major yarik ve 6 A biiyiikliigiindeki minor yariktir. Ayn1 ¢alismada Watson ve Crick baz
ciftlerinin iki farkl sekilde oldugunu gézlemlemislerdir. Adenin ve timin bazlar1 esleserek bir
baz cifti, guanin ve sitozin esleserek diger baz c¢iftini olusturmaktadir. DNA’nin ¢ift sarmal
yapisinin diger bir 6nemli 6zelligi ise yapmin esnek olmasidir. Yapidaki bu esneklik DNA’ya

farkli konformasyonlarda bulunabilme olanagi saglamaktadir (Jeremy et al. 1988).

36A

Sekil 2.19 DNA sarmali (URL-3 2013).
2.5.2 Molekiillerin DNA ile Etkilesim Yollar

Kiiciik molekiiller DNA ile kovalent bag yapmanin yaninda kovalent olmayan sekilde de

etkilesimde bulunurlar.
2.5.2.1 Elektrostatik Etkilesimler Yapanlar

Elektrostatik etkilesimler dig baglanma olarak adlandirilan DNA’nin dis ylizeyinde bulunan
gruplarla yapilan etkilesimlerin neredeyse tamamini kapsamaktadir (Carrier et al. 1990).
Diger etkilesim tiirlerine gore daha zayif olmasina ragmen ilaclarin biyolojik aktifliklerinde
onemli rol oynamaktadirlar. Elektrostatik etkilesimler DNA’nm vyiiklii fosfat gruplariyla Na',
Mg**gibi pozitif yiiklii metal iyonlarmmn etkilesmesiyle gergeklesir ve DNA’nin kararhligmi
arttirrr (Anastassopoulou 2003). Bu etkilesim fosfat gruplarmin sahip oldugu negatif yiik
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notralize edilerek ortadan kaldirilabilir. DNA ile yapilan diger etkilesim tiirleri de molekiilde
bulunan fonksiyonel gruplarin 6zelliklerine bagl olarak elektrostatik etkilesimi biinyesinde

barindirabilirler.

2.5.2.2 interkalasyon Yapan Ajanlar

Klasik interkalatorler kendilerini DNA baz ciftleri arasina dogru pozisyonda yerlestirebilen
cok halkali aromatik halkalardir. Aromatik interkalatorlerle DNA’nin i¢ kismida bulunan
yapilarin  hidrofobik ¢ekme kuvvetleri bu sistemlerin kararliligmni  saglamaktadir.
Interkalasyon esnasinda kiiciik bir ligand, DNA baz ¢iftleri arasma yerleserek sabit bir
sandvi¢ benzeri yap1 olusturur. Bunun sonucunda DNA ¢ift sarmalinda vizkozimetri, dairesel
dikroizm, UV titrasyon gibi yontemlerle gozlemlenebilen yapisal degisiklikler meydana gelir
(Strekowski and Wilson 2007). Molekiil, baz ¢iftleri arasinda bosluk olusturur ve sarmal
yapiy1 uzatir. DNA yapisindaki bu degisiklikler translasyon ve transkripsiyon gibi olagan

prosesleri engeller.

2.5.2.3 Yarik Baglayicilar (Groove Binders)

Ilaglar son yillarda saptanan ve gii¢lii bir etkilesim olan yarik baglama yoluyla da DNA ile
kovalent olmayan baglar yaparlar. DNA’nin en gegerli formu olan B-DNA formunda s1g ve

genis bir major yarik ve derin ve dar bir minor yarik bulunmaktadir (Seanger 1984).

DNA bosluklarma baglanan ilaglar gibi kii¢iik molekiiller genelde mindr yarik lizerinden
etkilesime girerken protein ve oligoniikleotit gibi daha uzun molekiillerin major yarik yoluyla
DNA’ya baglandiklar1 goriilmiistiir (Bischoff and Hoffmann 2002). Bu durum her zaman
boyle gelismemektedir. Baz1 ¢aligmalarda kiiciik molekiillerinde major yarik yoluyla DNA’ya
kovalent olmayan yolla baglandiklar1 bilinmektedir (Kim and Nordén 1993). Baglanmanin
hangi bosluk iizerinden gerceklesecegi bosluk ve molekiil {izerinde bulunan elektrostatik

cesitlilik ve hidrojen bagi yapabilme kapasitesine gore degismektedir.
Minor bosluk baglayic1 molekiiller, genelde birbirine amid ve vinil gruplariyla bagl bir¢ok

heterosiklik halkaya sahip mindr boslugun sekline uygun sekle sahip molekiillerdir. Minor
bosluk iizerinden yapilan baglanmalarda yapi, DNA fosfat gruplariyla yapilan elektrostatik
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etkilesimler, bazlar lizerinde bulunan elektronegatif atomlar sayesinde yapilan hidrojen

baglar1 ve Van der Waals etkilesimleri sayesinde daha kararli hale getirilmektedir.

2.5.3 Metal Komplekslerinin DNA ile Etkilesim Tiirlerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Teknikler

DNA-metal kompleksi etkilesimlerinin  incelenmesinde bir¢ok farkli  yontemden
faydalanildig1 goriilmektedir. Bunlarin baslica kullanilanlar1 UV titrasyon yontemi, dairesel
dikroizm spektroskopisi, DNA erime noktasi tayini, vizkozimetri ve agaroz jel elektroforez

yontemleridir.

2.5.3.1 UV Titrasyon Yontemi

DNA’nm sahip oldugu n-elektron sistemleri ve metal komplekslerin ligandlarinda yer alan
elektron sistemleri birbirlerini etkileyerek kompleksin ve DNA’nmn UV absorbansinda
degisikliklere yol acar. Bu degisikliklerin belirlenmesi bize metal kompleksi ile DNA

arasindaki etkilesimin tiirii hakkinda bilgiler verir.

Bu yontem DNA veya ilagtan herhangi birinin miktarinin sabit tutularak digerinin miktarinin
kiigiik miktarlarda artirilmasi ardindan absorbans 6l¢iimii yapmaya dayanir. Kullanilan genel
metot, ilag miktarmin sabit tutularak tizerine diizenli miktarlarda DNA eklenmesi yoniindedir.
Her bir eklemeden sonra 6l¢iim yapilarak ilaca ait spektrumda dalga boyu ve absorbanstaki

degisimler gozlenir (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20 Yapilan titrasyona 6rnek spektrumlar.

Bu spektrumlar incelenirken absorbanstaki degisimler ve absorbsiyon piklerinin gorildiigi

dalga boyundaki degisimler iizerinde durulur.

Maddenin DNA’ya kars1 interkalasyon etkisi varsa genellikle hipokromik etki yani
absorbansta azalma gozlenir. Ancak maddenin DNA ile etkilesimi elektrostatik veya kismi
interkalasyon bi¢iminde ise, hiperkromik etki yani absorbansta artis gozlenir. Ayrica
maksimum absorpsiyonlarin kirmiziya kaymasi (batokromizm) yani daha biiyiik dalga
boyunda goriilmesi, HOMO ve LUMO enerji seviyeleri arasindaki farkin azaldigmi ve
kompleksin DNA ile etkilestigini gosterir.

2.5.3.2 Agaroz Jel Elektroforez

DNA-Ila¢ etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan en onemli ydntemlerden birisi de
elektroforezdir (Kashanian et al. 2010, Dehghan et al. 2011, Kumar et al. 2011). Elektroforez,
yiiklii molekiillerin bir elektriksel alan uygulandiginda, sivi igeren bir ortamda hareket
hizlarmm 6l¢iildiigli kromotografik bir yontemdir. Jel elektroforezi DNA molekiillerini
degisik biiytiklik, ylik ve esnekligine gore ayirabilmektedir. DNA tasidigr negatif yiik
sayesinde uygulanan elektrik akimi ile anoda dogru hareket eder. Biiylik yapili molekiiller

daha yavas stiriiklenirken daha kiigiik yapidakiler daha hizli ilerlemektedirler (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21 Jel elektroforez sonucuna 6rnek gosterim (URL-4 2013).

2.5.3.3 Fluoresans Spektroskopisi

Bir¢ok molekiil ve metal kompleksi az da olsa fluoresans 6zellik gostermektedir. Ancak bu
ozellik her zaman gozlenebilir belirginlikte olmayabilir. DNA sarmalinin iginde bulunan
hidrofobik yap1 molekiillerin fluoresans 6zelliklerinde biiylik degisikliklere yol agmaktadirlar.
Pratik olarak fluoresans caligmalari, UV titrasyon c¢alismalar1 ile bilyiik benzerlik
gostermektedirler. Ancak elde edilen veriler bazen UV titrasyon yonteminden daha kesin
sonuglar verebilmektedir. Calismada, belli derisimdeki metal kompleksinin fluoresans
spektrumu alinir ve iizerine artan miktarlarda DNA eklenerek her seferinde yeni spektrum

almir ve degisimler incelenir (Sekil 2.22).

intensity
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Sekil 2.22 DNA eklenmesiyle olusan floresans spektrumuna 6rnek gosterim.
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Ozellikle metal kompleksleri su molekiilleri tarafindan sarildiklarinda hidrofilik ortam
sebebiyle fluoresans Ozellik gosteremezler. Ancak DNA ile interkalasyon yoluyla
etkilestiklerinde fluoresans 6zellikleri yiikselmektedir. Bunun sebebi DNA sarmalinin sahip
oldugu aminli bazlarin DNA sarmalinin i¢ yiizeyine hidrofobik 6zellik kazandirmasidir.
Hidrofobik i¢ ylizey sayesinde su molekiilleri sarmalin diginda kalir. Boylece komplekse su
molekiilleri giremez ve relaksasyonda kompleks molekiilleri su molekiilleri ile

etkilesmediginden fluoresans 6zellik gosterebilir (Wu and Ji 1999, Kumar et al. 2011).

Fluoresans spektrumu ile DNA etkilesim tiiriinlin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilan diger
bir yontem de etidyumbromiir (EtBr) (Sekil 2.23) kullanarak yapilan yarigsmali baglanma
yontemidir. EtBr, DNA ile interkalasyon yaptig1 kesin olarak bilinen bir molekiildiir.
Yontemin temeli incelenecek kompleksin DNA ile interkalasyon yapmis EtBr molekiillerini
DNA baz ciftleri arasinda ¢ikararak yerine kompleksin gecmesine dayanmaktadir. Bu yer

degistirme EtBr-DNA kompleksinin fluoresans spektrumu izlenerek belirlenebilmektedir.

Sekil 2.23 EtBr molekiil yapisi.

Elde edilen sonuglar klasik Stern-Volmer esitligi (esitlik 2.1) (Eftink and Ghiron 1981) ile

degerlendirilerek komplekslerin DNA ile etkilesim giicii analitik olarak incelenebilmektedir.

I/To=1+K]J[Q] (2.1)
Esitlikte 1 6l¢iim yapilan dalga boyundaki fluoresans yogunlugunu, Io ortama kompleks
eklenmeden Onceki fluoresans yogunlugunu, [Q] baskilayict molekiil derisimini, K ise

baglanma derecesini vermektedir. I/lo degerlerine karsi [Q] degerleri grafige gecirildiginde

elde edilen dogrunun egiminden K bulunur.
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2.5.3.4 Vizkozimetri

Kiigiik molekiiller DNA ile etkilestiklerinde zincirin boyunu degistirdigi i¢in vizkozimetrik
Olciimler komplekslerin DNA etkilesim tiiriiniin belirlenebilmesi i¢in etkili bir yontem olarak
kullanilabilmektedir. Sekil 2.24 ¢ok iyi bir interkalatér olan EtBr i¢cin 6rnek vizkozimetri

calismasini gostermektedir.

1.1 +—r———a——T T T T !

1104 ]

1.05+

()"

1.00+

0.85 } t } — t
000 002 0.04 0.08 0.08 0.10
[kompleks]/[DNA]

Sekil 2.24 EtBr i¢in 6rnek vizkozimetrik titrasyon grafigi.

Burada no DNA’nin baslangi¢c vizkozitesi, 1 DNA’ya bir porsiyon EtBr eklendikten sonra

Olciilen vizkoziteyi gostermektedir. /mo ise bagil vizkozite degerini belirtmektedir.

Eger bir kompleks, DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesiyorsa DNA baz ciftlerini
birbirinden uzaklastiracak ve DNA zincirinin boyu uzayacaktir. Bu uzama sonucu DNA
¢ozeltisinin vizkozitesi artacaktir. Interkalasyon gerceklesmeyen durumlarda DNA heliksi

biikiilerek etkin uzunlugu azalir ve sonucunda vizkozitesi azalir.
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BOLUM 3

METARYAL VE YONTEM

3.1 KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Biitiin kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik derecede ve saflastrma yapilmadan kullanilmistir.
Reaksiyonlarda ve etkilesimlerde kullanilacak biitiin sulu ¢ozeltilerin hazirlanmasida Milli-Q

su saflagtirma tinitesi kullanilmistir.

Bu calismada kullanilan; metanol, etanol, dietil eter, asetonitril, DMSO, DCM, sodyum
karbonat, 1,2-fenilendiamin, N-Metil-1,2-fenilendiamin, polifosforik asit, K;PtCls, K,PdCl,
"BusNBr, potasyumhidroksit, sodyumkarbonat, Sigma-Aldrich ve Carlo Erba firmalarindan

temin edilmistir.

DNA etkilesim calismalar1 pH’1 sabit tutabilmek i¢in pH = 7,5 olan 50mM amonyum asetat

tampon kullanilmastir.

DNA;

Aldrich firmasindan alinan sigir timiisiinden (Calf thymus) izole edilmis CT-DNA
(lyophilized sodium salt, highly polymerized-D1502) saf su igerisinde (50 mM pH = 7,5
tampon ¢ozeltide) 24 saat birakilip ¢oziilerek 3 mM stok ¢ozeltisi her defasinda taze olarak
hazirlanmistir.  CT-DNA konsantrasyonu Beer-Lambert yasasi esitlik 3.1 kullanilarak
spektrofotometre ile 260 nm’de absorpsiyon okumasiyla = 6600 M'cm’degerleri
kullanilarak hesaplanmistir. CT-DNA ultrasonik banyoda birakilmistir. Stok ¢6zelti 1 giinden
fazla buzdolabinda saklanmamistir. Biitiin titrasyon islemlerinde bu stok c¢ozelti

kullanilmstir.

[DNA]/(ea - ef) = [DNA]/(eB - &f) + 1/Ko(eB - £f) 3.1
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A=11.Cl (3.2)

Fermentas firmasindan alinan E. coli RRI bakterisine sentezletilmis ve izole edilmis pBR322
siper sarmal DNA (20pug/mL c¢ozeltide FE-SDO0061) Thermo EC-330 agaroz jel
elektroforeziyle siiriiklenme yavaslatmasi deneyinde kullanilmistir. Metal kompleksleriyle
etkilesimler ¢aligilirken mg/mL konsantrasyon, M baz cinsinden hesaplanmis (esitlik 3.2) ve
metal komplekslerinin konsantrasyonlar1 ve [DNA]/[M] = R oranlar1 bu konsantrasyonla

hesaplanmistir.

Ma(pBR322) = 2830000 Da

10 pl x 20 pg/ml pBR322 = 0,2 pg pBR322 /2830000 = 7.1 x 10 mol pBR322
Baz cifti olarak;

4361 x 2 = 8722 niikleotit

7.1x10”° mol pBR322 x 8722 = 6.19 x 10” mol pBR322 (baz ¢ifti)

Elektroforez i¢in 10xTBE tampon ¢ozeltisi 10 kere seyreltilerek kullanilmistir. Agaroz jel %1°lik
agarozun kaynatilarak ¢6zlinmesiyle olusan ¢ozeltinin yavasca sogutulmasiyla elde edilmistir. Jel
iizerinde ylirime mesafesinin goriilebilmesi icin tiim karigimlara boya ¢ozeltisi eklenmistir. Boya
cozeltisi bromofenol mavisinin %40°lik slikroz ¢ozeltisinde c¢oziilmesiyle elde edilmistir.
Elektroforez tamamlandiktan sonra jel etidiumbromiir ile 30 dak. boyanmistir. Daha sonra su ile
yikandiktan sonra DNr MiniBIS (16mm) Pro Bio-Imaging System goriintiileme cihazi
kullanilarak fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.2 KULLANILAN CIHAZLAR

3.2.1 Infrared Spektrofotometresi

Perkin Elmer FT/IR, Biilent Ecevit Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii,
ZONGULDAK.

26



3.2.2 "H-NMR Spektrofotometresi

Bruker Ultra Shield Plus, Ultra long hold time 400MHz NMR Spektrometresi, Fatih
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, NMR (Niikleer Manyetik Rezonans)
Laboratuvari, ISTANBUL.

3.2.3 ESI-MS

AB SCIEX 4000 Q TRAP Biilent Ecevit Universitesi, Merkezi Laboratuvar,, ZONGULDAK.

3.2.4 Erime Noktasi

BUCHI Melting point B-540, Biilent Ecevit Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Boliimii, ZONGULDAK.

3.2.5 UV/Vis Spektrofotometresi

Carry VinUV 100 Bio, Varian, Biilent Ecevit Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Bolimii, ZONGULDAK.

3.2.6 Fluoresans Spektrometresi

Perkin Elmer LS 55, Biilent Ecevit Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii,
ZONGULDAK.

3.2.7 Jel Elektroforez

Thermo Electron Corporation EC-330 Midicell Primo, Biilent Ecevit Universitesi, Fen-

Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, ZONGULDAK.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI

4.1 LIGANd SISTEMLERI
4.1.1 2,6-bis(benzimidazol-2-il)piridin Sentezi (LY
Literatiire gore sentezlenmistir (Addison and Burke 1981, Hijazi et al. 2010).
40g polifosforik asit akiskan hale gelene kadar 1sit1ldi. Uzerine 2.0 eq 1,2-fenilendiamin ve
1.0 eq piridin-2,6-dikarboksilik asit ilave edildi. 180 °C de 4 saat geri sogutucu altinda
karstirilarak 1sitildiktan sonra 100mL soguk suya bosaltildi. Mavi- yesil ¢okelek olustu.
Olusan cokelek siiziiliip alindiktan sonra konsantre Na,COs ¢o6zeltisi ile nétralize edildi.
Olusan kat1 siiziiliip alindiktan sonra metanol igerisinde ¢oziindii. Coziinen kisim siiziilerek

alindi. daha sonra c¢oziiciisii vakum altinda uzaklastirildi. Elde edilen kati metanolde

kristallendirildi ve beyaz renkli kristal elde edildi (% 82) e.n. 350 °C.

Z
NH
& 2 S
@) N 0] + —_— < N =
N NH, NH HN
Ll

OH OH

Sekil 4.1 L' ligandinin sentez semast.

IR (ATR, v/cm™): 3140 (ar C-H), 1574 (C = N), 1458, 1437 (ar C = C)

"H-NMR (dmso-de, dppm): 13 (2H, s), 8.35 (2H, d, J = 7.73), 8.17 (1H, m), 7.77 (4H, m),
7.33 (4H, m)

ESI-MS(m/z): [M]: 312,1
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4.1.2 2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridin Sentezi (L?)
Literatiire gore sentezlenmistir (Addison et al. 1983).

30g polifosforik asit 1sitilarak tamamen sivi hale getirildi. Uzerine 1.0 eq 2,6-
piridindikarboksilik asit ve 2.0 eq N-metil-1,2-fenilen diamin eklendi. 1 giin 180 °C’de geri
sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi. 200mL soguk suya ilave edildi. Olusan kati siiziilerek
alindi. Konsantre Na,COj; ¢ozeltisi ile notralize edildi. Olusan kat1 metanolde ¢6ziiniip alindi.
Coziiciisii vakum altinda uzaklastirildi. Elde edilen kat1, metanolde kristallendirildi ve kiremit

rengi kristal elde edildi (%80).

~ ¥ B
| N_ N AN
o) N o) + - - = N -
NH, N\ /N
L2

OH OH

Sekil 4.2 L? ligandinin sentez semast.

IR (ATR, v/em’™): 2976, 2938 (N-CHs), 1568 (C = N), 1483, 1472 (C=C)

'"H-NMR (dmso-ds, Sppm): 8.40 (2H, d, J = 7.83), 8.21 (1H, m), 7.78 (2H, d, J = 7.71), 7.70
(2H, d, J = 7.88), 7.34 (4H, m), 4.26 (6H, s)

ESI-MS(m/z): [M']: 339

4.1.3 [Pt(DMSO),]Cl, Sentezi
Literatiire gore sentezlenmistir (Iwa et al. 1995).
1.0 eq K;PtCly 20ml suda ¢oziindiikten sonra iizerine 3.0 eq DMSO ilave edildi. Oda

sicakliginda sar1 kristaller olustu. Kristaller siiziildiikten sonra dietil eter, su ve EtOH ile

yikand1 ve vakum etiiviinde kurutuldu (%67), e.n. 225°C (bozunma).

K,[PtCly] DMSO___  [pyDMSO),ICl,
2

Sekil 4.3 [Pt(DMSO);]Cl, sentez semasi.
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IR (ATR, v/cm™): 2990 (-CH3), 2917 (-CH3) 1151 (S=0), 1130 (S=0)

4.1.4 [Pd(DMSO),]Cl, Sentezi

Literatiire gore sentezlenmistir (Iwa et al. 1995).

1.0 eq KyPdCly 20ml suda ¢oziindiikten sonra iizerine 3.0 eq DMSO ilave edildi. Oda

sicakliginda turuncu kristaller olustu. Kristaller siiziildiikten sonra dietil eter, su ve EtOH ile

yikand1 ve vakum etiiviinde kurutuldu (%82), e.n. 230°C (bozunma).

K,[PdCly] DMSO__  |pd(DMsO),Cl,
2

Sekil 4.4 [PA(DMSO),]Cl, sentez semasi.
IR (ATR, v/cm™): 3010 (-CHs), 2922 (-CHs) 1109 (S=0), 1029 (S=0)
4.1.5 2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-benzimidazol-2-il)piridin Sentezi (L°)
Literatiire gore sentezlenmistir (Po et al. 2011).
1.0 eq 2,6-bis(benzimidazol-2-il)piridin, 4.0 eq KOH ve 1/16 eq "BusNBr 10ml DMSO / 10
ml H,O igerisinde ¢dziindii. Uzerine DMSO igerisinde ¢dziinmiis olan 1,3-propansulton 4.0
eq damla damla ilave edildi. Baslangicta acik sar1 olan ¢ozelti koyu sartya dondii. 150 °C’de

24 saat geri sogutucu altinda karistirilarak 1sitildi. 24 saatin sonunda ¢ozelti iizerine aseton

ilave edildi ve beyaz ¢okelek olustu. Siiziilen beyaz kat1 etiivde kurutuldu (% 35), e.n.: 265 °C

— +
SO;

K
A A k = J
N Y 0.9 KOH+ "Bu,NBr |
| \ + S= N — N
N N \ / ; N |
N N

L3

-+
058K

Sekil 4.5 L ligandinin sentez semast.
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IR (ATR, v/ecm™): 3020 (C-H,), 2936 (C-Ha), 1571 (C=N), 1437, 1418 (C=C), 1179, 1033
(5=0)

'H-NMR (dmso-ds, oppm): 8.32 (2H, d, J = 7.68), 8.21 (1H, m), 7.76 (4H, m), 7.31 (4H, m),
4.90 (4H, t, J = 7.10), 2.26 (4H, t, J = 7.39), 2.0 (4H, m)

ESI-MS (m/z): [M+K]": 670

4.2 KOMPLEKS SiSTEMLERI

4.2.1 Kloro-2,6-bis(benzimidazol-2-il)piridinplatin(I)kloriir, [Pt(L")C1|CI-2H,0, (K")

Sentezi

1.0 eq [Pt(DMSO0),]CL 50mL DCM icinde ¢6ziindii. Uzerine 1.0 eq ligand (L") ilave edildi.
Geri sogutucu altinda karistirilarak tepkime 5-6 saat devam etti. Baslangigta beyaz olan

coOzelti acik sartya daha sonra turuncu renge doniistii. Daha sonra kuruluga dek uguruldu ve

bol dietil eterle yikandi ve kirmizi renkli madde elde edildi (% 78).

[Pt(DMSO0),]Cl,

ekil 4.6 K' kompleksinin sentez semast.
p

IR (ATR, v/cm™): 3148 (ar C-H), 1571 (C=N), 1477, 1439 (ar C=C)

'H-NMR (CDCls, §,pm): 13.2 (2H, s), 8.50 (2H, d, J = 7.75), 8.25 (1H, m), 7.80 (4H, m), 7.40
(4H, m)

ESI-MS (m/z): [M+2H20+H]": 577
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4.2.2 Kloro-2,6-bis(benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(II)kloriir, [PALYH)CYCL,  (KD)

Sentezi

1.0 eq [Pd(DMSO0),]Cl, MeOH iginde ¢oziindii. Uzerine 1.0 eq ligand (L") ilave edildi. Geri
sogutucu altinda karistirilarak tepkime 5-6 saat devam etti. Sar1 limon rengine donen ¢ozelti
kat1 verdi. Siiziildi, sar1 renkli kati vakum altinda kurutuldu. Bol dietil eterle yikandi ve

turuncu renkli madde elde edildi (% 97).

[PA(DMSO)ICl,

Sekil 4.7 K* kompleksinin sentez semast.

IR (ATR, v/cm™): 3125 (ar C-H), 1575 (C=N), 1455, 1438 (ar C=C)

'H-NMR (CDCls, §,pm): 12.9 (2H, s), 8.43 (2H, d, J = 7.50), 8.20 (1H, m), 7.75 (4H, m), 7.40
(4H, m)

MALDI-TOF MS (m/z): [M]": 450.6

4.2.3 Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(Il)kloriir, [Pt(L?)CI|CI-CH3 OH,
(K®) Sentezi

1.0 eq [Pt(DMSO);]Cl, MeOH igerisinde ¢oziindii. Sar1 renkli berrak ¢ozelti lizerine MeOH
icerisinde ¢dziinmiis olan 1.0 eq L* ligandi damla damla ilave edildi. Sari renkli ¢ozelti
bulaniklasti. Tepkime geri sogutucu altinda karistirilarak 6 saat 1sitildi. 6 saatin sonunda
vakum altinda kuruluga dek ucuruldu. Turuncu renkli kat1 bol dietil eterde yikandi, vakum

etiiviinde kurutuldu (% 72).
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Sekil 4.8 K* kompleksinin sentez semast.

IR (ATR, v/cm™): 2907, 2871 (N-CH3), 1537 (C=N), 1484, 1456 (C=C)

'H-NMR (dmso-ds, dppm): 8.29 (2H, d, J = 7.83), 8.20 (1H, m), 7.76 (2H, d, J = 7.71), 7.69
(2H, d, J=7.88), 7.36 (2H, m), 7.30 (2H, m), 4.26 (6H, s)

ESI-MS (n/z): [M+MeOH]': 601.1

4.2.4 Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(II)kloriir, [PA(LYHCIICI,
(K*) Sentezi

1.0 eq [Pt(DMSO),]Cl, MeOH igerisinde ¢oziindii. Sar1 renkli berrak ¢6zelti lizerine MeOH
icerisinde ¢6ziinmiis olan 1.0 eq L* ligandi damla damla ilave edildi. Sari renkli ¢dzelti
bulaniklasti. Tepkime geri sogutucu altinda karistirilarak 6 saat 1sitildi. 6 saatin sonunda
vakum altinda kuruluga dek ucuruldu. Turuncu renkli kat1 bol dietil eterde yikandi, vakum

etiiviinde kurutuldu (% 45).

N T
}\1 - ,\{ [Pd(DMSO),ICl, N NN )
N - ooy Cl
54 D O =ra LDy
Cl
L2 - K* -

Sekil 4.9 K* kompleksinin sentez semast.

IR (ATR, v/em™): 2941, 2879 (N-CHs), 1534 (C=N), 1483, 1462 (C=C)
'"H-NMR (dmso-de, Sppm): 8.58 (2H, d, J = 7.79), 8.40 (1H, m), 7.40 (2H, d, J = 7.70), 7.23
(2H, d, J = 7.76), 7.09 (2H, m), 6.95 (2H, m), 3.83 (6H, s)

ESI-MS (m/z): [M]: 480.0
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4.2.5 Kloro-2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-benzimidazol-2-il)piridinplatin(Il)kloriir, [Pt(L*)CI]CI,
(K’) Sentezi

Literatiire gore sentezlenmistir (Po et al. 2011).

1.0 eq ligand (L*) ve 1.0 eq K,PtCly 10ml DMSO igerisinde ¢oziindii. N, atmosferi altinda
150 °C’de 1 gece geri sogutucu altinda isitilarak karistirildi. Baglangigta berrak sari olan
coOzelti koyu sar1 siispanse hal aldi. 1 gecenin sonunda ¢dzeltiye aseton ve MeOH ilave edildi.
Olusan ¢okelek vakum altinda siiziildii, kat1 aseton ve MeOH ile yikandi ve portakal renkli
madde elde edildi (% 74).

— —
KO,5S SO;K

T PSS
hy-Ve B2

Sekil 4.10 K> kompleksinin sentez semast.

L3

IR (ATR, v/cm™): 3030 (aromatik C-H), 2935 (alifatik C-H), 1525 (C=N), 1485, 1443 (C=C),
1182, 1034 (S=0)"'

'H-NMR (dmso-ds, dppm): 8.69 (2H, d, J = 8.32), 8.40 (1H, t, J = 8.80), 7.85 (2H, d, J =
7.80), 7.74 (2H, d, J = 8.30), 7.34 (4H, m), 4.70 (4H, m), 2.64 (4H, t, J = 6.25), 2.10 (4H, m)
ESI-MS (m/z): [M]: 860.7

4.2.6 Kloro-2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-benzimidazol-2-l)piridinpaladyum(II)kloriir,[Pd
(LHCI) Cl, (K®) Sentezi

Literatiire gore sentezlenmistir (Po et al. 2011).
1.0 eq ligand (L*) 10ml DMSO igerisnde ¢oziindii. Uzerine DMSO igerisinde ¢6ziinmiis olan

1.0 eq K,PdCl, ilave edildi. Baslangicta seffaf olan ¢ozelti portakal rengine dondii. 150 °C’de

1 gece N, atmosferinde geri sogutucu altinda karistirilarak 1sitildi. 1 gecenin sonunda rotada
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konsantre edilen ¢ézeltiye aseton ve MeOH ilave edilip ¢oktiiriildii. Coken sar1 kat1 stiziildii

ve etiivde kurutuldu (% 75).

SOsK

NP s S e
A Raca=sey

L3 K¢

Sekil 4.11 K°® kompleksinin sentez semast.

IR (ATR, v/cm™): 3099 (aromatik C-H), 2933 (alifatik C-H), 1523 (C=N), 1485, 1442 (C=C),
1160, 1031 (S=0)

'H-NMR (dmso-ds, dppm): 8.76 (2H, d, J = 7.35), 8.45 (1H, t, J = 7.48), 7.91 (2H, d, J =
7.17),7.27 (2H, d, J = 7.41), 7.35 (4H, m), 4.74 (4H, m), 2.65 (4H, t, J = 6.25), 2.11 (4H, m)
MALDI-TOF MS (m/z): [M]": 773.9

4.3 UV TITRASYONU

Komplekslerinin {izerine artan miktarlarda DNA eklenerek komplekslerin absorbsiyon
spektrumunda olusan degisiklikleri izlendi. 40pM K', K% K® ve K* (DMSO igerisinde
¢ozlinmiis ve 0.15M KCIl ¢ozeltisi ile seyreltilmis) ve 60uM K’ ve K° (0.15M KCI ¢ozeltisi
icerisinde ¢Oziinmiig) kompleks cozeltileri S0mM amonyum asetatat tamponu icerisinde
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 2,5ml’lik kismi alinarak kuvartz kiivet icinde UV-Vis
absorpsiyon spektrumu alindi. Daha sonra amonyum asetat tamponu igerisinde hazirlanmis
1,25mM si1gir DNA’s1 ¢ozeltisi kullanilarak titre edildi. K', K% K® ve K* kompleksleri i¢in
3ul, K® ve K° kompleksleri i¢in 5ul DNA eklenmesi sonrasinda karigim temiz bir enjektor

kullanilarak karistirildi ve inkiibe olmasi i¢in 10 dakika beklendi ve 6l¢iim yapildi.
4.4 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ

Jel elektroforezi go¢ mesafesindeki farkliliklar1 ve buna gore siiper sarmal yapidaki plasmit
DNA’nm artan oranlarda metal kompleksleri eklenmesiyle a¢ilma oranmi goriintiilemek i¢in

yapilir. 20pg/mL supersarmal plasmit DNA (pBR322) igeren stok ¢ozelti ve metal kompleks
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cozeltileri S0mM, pH’1 7,50 olan tampon ¢ozeltiyle hazirlanmistir. Reaksiyon karisimlar: buz

iizerinde ve [DNA]/[M] =R oranlar1 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6 olacak sekilde hazirlanmstir.

Jele yiiklenecek cozeltiler 10uL DNA (pBR322, 20ug/ml) ve 10uL kompleks ¢ozeltileri
karistirilarak hazirlandi. Kontrol 6rneklerinde 10uL kompleks ¢ozeltisi yerine 10puL. tampon
eklenmistir. Cozeltiler iizerine Sul. boya (%0,25 bromofenol mavisi %40’lik sukroz
cozeltisinde w/v) eklenmeden Once gerekli inkiibasyon siiresi kadar etiivde 38 °C’de
bekletildi. Daha sonra karigimin 10pL’lik kismi %1°lik agaroz jel lizerine yiiklendi. %1’lik
agaroz jel 1,5g agaroz 150mL tampon icinde ¢Oziinesiye kadar kaynatilip daha sonra oda

sicakliginda bekletilmesiyle elde edilir.

Thermo EC250-90 marka gii¢ kaynag1 kullanilarak Thermo Midicell Primo marka sistemiyle
3 saat boyunca 35V uygulandi. Daha sonra jel etidyum bromiir ¢ozeltisi (10mg/mL etidyum
bromiiriin 15ul’si 500mL suya eklenerek hazirlanmis) ile 45 dakika boyand: ve su ile 45
dakika yikandi. Hazirlanan jel DNr MiniBIS (16mm) Pro Bio-Imaging System kullanilarak
fotograflandirildi.

4.5 FLUORESANS SPEKTROSKOPISi

1uM K, K% K? ve K* (DMSO ile ¢oziiniip, 0.15M KCI ¢ozeltisi ile seyreltilmis), 60pM
K>(0.15M KCl ile hazirlanmis) ve 9.6uM K ¢ozeltileri amonyum asetat tamponu igerisinde
hazirland1. Hazirlanan ¢ozeltilerin 2,5ml’lik kismi kuvartz kiivete alind1 ve her kompleks igin
belirlenmis dalga boyunda uyarilarak emisyon spektrumu kaydedildi. Daha sonra K, K?, K*
ve K* kompleksleri i¢in Iul, K ve K® kompleksleri i¢in 5ul’lik porsiyonlar halinde 3mM sigir
DNA’s1 ¢ozeltisi eklendi. Her eklemeden sonra karisim 5 dakika inkiibasyon i¢in bekletilerek

spektrum kaydedildi. Isleme absorpsiyondaki degisim bitene kadar devam edildi.

4.6 VIZKOZITE CALISMALARI

Vizkozimetri ¢alismalarinda literatiirde sik¢a kullanilan Ubbelohde vizkozimetresi kullanildi.

Tiim 6lgtimler 30 °C’de dijital su banyosu icerisinde gerceklestirildi.
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Sekil 4.12 Ubbelohde vizkozimetresi.

Vizkozite dlglimiinde kullanilacak DNA c¢ozeltisi sigir timiis DNA’dan 50mM amonyum
fosfat tamponu icerisinde 300uM derisimde hazirlandi. 15ml DNA ¢6zeltisi i¢in vizkozite
Olcimii dijital bir kronometre kullanilarak gerceklestirildi. Daha sonra 1mM kompleks
cozeltisinden 50ul’lik porsiyonlar halinde eklendi. Her eklemenin ardindan karigim ¢alkalandi
ve 5 dakika etkilesimin tamamlanmasi i¢in bekletildi. Her eklemeden sonra dijital kronometre
ile karisgimin akig siiresi 3 defa Olciildii ve iigliniin ortalamasindan bagil vizkozite degeri

hesaplandi ve DNA derisimine kars1 grafige gecirildi.
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BOLUM 5

SONUC VE YORUM

5.1 LIGANDLARIN KARAKTERIZASYONU

5.1.1 2,6-bis(benzimidazol-2-il)piridin (L")

Liganda ait spektroskopik veriler literatiirdeki veriler ile tam bir uyum icerisindedir. IR
spektrumu incelendiginde (Sekil 5.1) 1700 cm™ civarindaki baslangic maddesi 2,6-
dikarboksilik asit’e ait olan karbonil pikinin kaybolmasi, 1574 cm’! C=N, 3140 cm’! C-H,, ve
1437 em™ C=C,; piklerinin gozlenmesi benzimidazol halkasinin olustugunu géstermektedir.
Bunun yaninda kiitle spektrumundaki (Sekil 5.4) m/z 312.1 piki (teorikte: 311.0) yapmin
kiitlesini dogrulamaktadir. "H-NMR spektrumuna bakildiginda (Sekil 5.2 ve 5.3) -NH protonu
13.0 ppm’de singlet, benzimidazol halkasi tizerindeki protonlar (2-5 ve 3-4 numarali) sirasiyla
7.77 ve 7.33 ppm’de multiplet, piridin halkasi tizerindeki protonlardan 6 numarali proton 8.35
ppm’de dublet ve 7 numarali proton 8.17 ppm’de multiplet olarak goriilmiistiir. 'H-NMR
spektrumunda gbzlenen 13 proton, yapidaki proton sayis1 ile ayni olup yapiy1

dogrulamaktadir.

39



114

91;

801

701

60

501

40

30

201

10

~~~~~

3055,7

‘‘‘‘

o

NS \_.

18421 ,
22979 1 |
9%,
00374 81,
8

1574,60 | 8223
145 911316 3

1276,90
1437 29

4000

3500

3000

2500 2000

1500 1000 650

Sekil 5.1 (L") FT-IR spektrumu.




It

6/ 6'
5 N SN '
1 1'
3 2 2' 3
6
2-5
3-4
1
[ 7
A
L Py vy
T | T T T | T T T | T |
15.0 10.0 5.0 0.0
ppm (1)

Sekil 5.2 (L") "H-NMR spektrumu.




(4%

e =

<

iy <

FLyL

Sekil 5.3 (L") "H-NMR aromatik bdlge spektrumu.



1974

Intensity, cps

"W +Q1: 1.039 min from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT201205231 12605 wiff (Turbo Spray)

B6.5e6
6.0e6 -
5.5e5 -
144.2

5.0e6

4.5e6 -

2.5e6 — 95.3

2713

i A

3121

326.0

260 280

220
miz, Da

240

346.9

Sekil 5.4 (L") ESI-MS spektrumu.




5.1.2 2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridin (L?)

Liganda ait spektroskopik veriler literatiirdeki veriler ile tam bir uyum icerisindedir. IR
spektrumu incelendiginde (Sekil 5.5) 1700 cm” civarindaki baslangic maddesi, 2,6-
dikarboksilik asit’e ait olan karbonil pikinin kaybolmasi, 1568 cm™ C=N ve 1472 cm™ C=C,,
piklerinin gézlenmesi ayrica 2938 cm™ ve 2976 cm™ de N-CHj3 pikinin varligi benzimidazol
halkasmin olustugunu gostermektedir. Bunun yaninda kiitle spektrumundaki (Sekil 5.8) m/z
339.9 piki (teorikte: 339.1) yapinmn kiitlesini dogrulamaktadir. "H-NMR spektrumunda (Sekil
5.6 ve 5.7) imino azotuna bagli olan metil grubu (1 numarali)) 4.26 ppm’de singlet,
benzimidazol halkasi lizerindeki protonlar (2-5 ve 3-4 numarali) sirasiyla 7.78 ve 7.70 ppm’de
dublet, piridin halkasi tizerindeki 6 numrali proton 8.40 ppm’de dublet ve 7 numarali proton
8.31 ppm’de multiplet olarak goriilmiistiir. 'H-NMR spektrumunda gdzlenen 17 proton, elde
edilmek istenen yapidaki proton sayisi ile tam bir uyum i¢indedir. Bu da sentezlenen yapiy1

dogrulamaktadir.
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5.1.3 2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-benzimidazol-2-il)piridin (L°)

IR spektrumunda (Sekil 5.9) 3020 cm™ C-Hyy, 2936 cm™ C-Hy, 1571 cm™ C=N ve 1437 cm™,
1418 cm™ C=C piklerinin yan1 sira goriilen 1179 cm™ ve 1033 c¢m™’deki S=O grubuna ait
pikler yapiy1 desteklemektedir. Bunun yaninda kiitle spektrumundaki (Sekil 5.12) m/z 670.0
piki M+K degerine karsilik gelmektedir (teorik 632.0). "H-NMR spektrumuna (Sekil 5.10 ve
5.11) bakildiginda; benzen halkasi tizerindeki protonlar (1-4 ve 2-3 numarali) sirasiyla 7.31 ve
7.76 ppm’de multiplet, piridin halkas1 iizerindeki 8 numaral1 proton 8.32 ppm’de dublet ve 9
numarali proton 8.21 ppm’de multiplet olarak goriilmektedir. Ayrica, imino azotu tlizerindeki
substitiiente ait olan 6 numarali -CH, protonu 2.0 ppm’de multiplet, 5 mumarali -CH,N
protonu 4.90 ppm’de triplet ve 7 numarali -CH,SOs3 protonu ise 2.26 ppm’de triplet olarak
gdzlenmistir. 'H-NMR spektrumunda gbzlenen 23 proton, elde edilmek istenen yapidaki

proton sayist ile tam bir uyum i¢indedir. Bu da sentezlenen yapiyr dogrulamaktadir.
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5.1.4 [Pt(DMSO),|Cl,

IR spektrumunda (Sekil 5.13) gozlenen 2990 cm-', 2917 cm™ —~CH3 ve 1151 em™, 1130 cm™
S=0 pikleri yap1y1 desteklemektedir.

5.1.5 [Pd(DMSO),|Cl,

IR spektrumunda (Sekil 5.14) gozlenen 3010 cm™, 2922 cm™ —~CH; ve 1109 cm™, 1029 cm’™
S=0 pikleri yap1y1 desteklemektedir.
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5.2 KOMPLEKSLERIN KARAKTERIZASYONU

5.2.1 Kloro-2,6-bis(benzimidazol-2-il)piridinplatin(II)kloriir, [Pt(L")CI1|CI-2H,0, (K")

IR spektrumuna (Sekil 5.15) bakildiginda beklenen 3148 cm™ C-Hy,, 1571 cm™ C=N ve 1477
cm’, 1439 cm™ C=C,, pikleri gozlenmektedir. Ayrica Kiitle spektrumundaki (Sekil 5.18) m/z
M-+ 2H,0 577.0 (teorik 541.0) piki yapmin kiitlesini dogrulamaktadir. '"H-NMR spektrumuna
(Sekil 5.16 ve 5.17) bakildiginda, -NH protonu (1 numarali) 13.2 ppm’de singlet,
benzimidazol halkasi lizerindeki protonlar (2-5 ve 3-4 numarali) sirasiyla 7.80 ve 7.40 ppm’de
multiplet, piridin halkasi lizerindeki protonlardan 6 numarali proton 8.50 ppm’de dublet ve 7
numaral proton 8.25 ppm’de multiplet olarak goriilmiistiir. 'H-NMR spektrumunda gozlenen
13 proton, elde edilmek istenen yapidaki proton sayisi ile tam bir uyum i¢indedir. Bu da

sentezlenen yapiy1 desteklemektedir.
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5.2.1.1 UV-Titrasyonu Cahsmalar1 Sonug¢lari

UV titrasyonunda (Sekil 5.19) DNA eklenmeden once kompleksin 328nm’deki ilk
absorbsiyonu 0.579°dir. DNA eklendik¢e absorbsiyonda diisiis gozlenmistir. Diisiis
sabitleninceye kadar DNA eklenmis ve en son absorbsiyon 331nm’de 0.350 olarak
goriilmiistiir. Absorbanslarda goriilen yaklasik %40’lik azalma (hipokromik etki), molekiiliin
DNA baz ciftleri arasina interkalasyon yapmasi olarak degerlendirilmektedir. Hesaplanan K,

degeri 4.76x10°"dir.

[DNA]
—— B4 40uM
077 N 0,064+0 5,056 1,0E-5 1,565 —— 3uL DNA
° T 1 6uL DNA
'3 9uL DNA
@ 12uL DNA
— - ~——— 15uL DNA
06 R 18uL DNA
(=R 21ul DNA
24uL DNA
\ 209 v —— 27uL DNA
0,5 _-,\' 30uL DNA
\
)
W
0.4 -1
) L\
_Q b
<
0,3
0,2 S
0,1 5
0‘0 ' I T I T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
A (nm)

Sekil 5.19 (K') UV spektrumu.
5.2.1.2 Fluoresans Calismalar1 Sonuclan
Fluoresans spektrumunda (S$ekil 5.20), kompleksin DNA eklenmeden once diisiik fluoresans
ozellik gosterdigi ve DNA eklenmesiyle fluoresans pikinin yogunlugunun yaklasik %20

arttig1 goriilmiistiir. K, degeri 3.37x10* olarak hesaplanan K' kompleksindeki bu artis,

kompleksin DNA baz ¢iftleri arasinda interkalasyon yaptigini gostermektedir.
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Sekil 5.20 (K") Fluoresans spektroskopisi.

5.2.1.3 Vizkozite Calismalar1 Sonuclan

Sekil 5.21°de, K' kompleksi ile DNA ile kesin olarak interkalasyon yaptig1 bilinen EtBr
molekiiliiniin DNA vizkozitesi iizerine etkisi karsilastirilmali olarak goriilmektedir (kirmizi
EtBr, mavi K' kompleksi). Artan [K']//[DNA] oraniyla DNA bagil vizkozitesi artmaktadir.
Sekil 5.21 incelendiginde K' kompleksinin DNA vizkozitesini arttirdigi gézlenmistir. Yine
sekil incelendiginde, Kompleksin DNA’ya baglanarak vizkozitesindeki artis yaptigi
konsantrasyon, EtBr molekiiliiniin derisiminin yaris1 kadardir. Bu sonuglar kompleksin DNA
ile interkalasyon yoluyla etkilesim yaptiginin fakat EtBr molekiilii kadar giiclii bir etkilesim

olmadiginin gostergesidir.
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Sekil 5.21 (K]) EtBr ile karsilastirilmali vizkozite degisimi (kirmizi EtBr, mavi kompleks).

5.2.1.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismalar: Sonuclar

Sekil 5.22 de K kompleksinin pBR322 DNA iizerine etkisi incelenmistir. DNA orani 1:1 ile
1:6 oraninda degistirilerek 3 saat inkiibasyon sonrasi ger¢eklestirilen elektroforez sonuclar1
elde edilmistir. Elektroforez sonucunda kompleksin, DNA’nin sarmal yapisinda herhangi bir

degisiklik yapmadigimin gostergesidir.

Sekil 5.22 (K]) Elektroforez sonuglar1 (2-7; 30, 60, 90, 120, 150, 180 uM).
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5.2.2 Kloro-2,6-bis(benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(II)kloriir, [Pd(LY)CICL(K?)

IR spektrumuna (Sekil 5.23) bakildiginda beklenen 3125 cm™C-H,,, 1575 cm™ C=N ve 1455
cm’, 1438 cm™ C=C,, pikleri gdzlenmektedir. MALDI-MS Kiitle spektrumuna (Sekil 5.26)
bakildiginda, m/z 450.6 (teorik 453.2) piki yapmm kiitlesini dogrulamaktadir. 'H-NMR
spektrumunda (Sekil 5.24 ve 5.25), -NH protonu (1 numarali) 12.9 ppm’de singlet,
benzimidazol halkasi lizerindeki protonlar (2-5 ve 3-4 numarali) sirasiyla 7.75 ve 7.40 ppm’de
multiplet, piridin halkasi lizerindeki protonlardan 6 numarali proton 8.43 ppm’de dublet ve 7
numaral proton 8.20 ppm’de multiplet olarak goriilmiistiir. 'H-NMR spektrumunda gozlenen
13 proton, elde edilmek istenen yapidaki proton sayisi ile tam bir uyum i¢indedir. Bu da

sentezlenen yapiy1 dogrulamaktadir.
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5.2.2.1 UV-Titrasyonu Cahsmalar1 Sonuglari

UV titrasyonunda (Sekil 5.27) paladyum kompleksi iizerine artan miktarda DNA
eklenmesiyle kompleksin absorbsiyon spektrumunda olusan de§isim gozlenmistir. DNA
eklenmeden Once kompleksin 323nm’ deki ilk absorbsiyonu 0.431 iken elde edilen son
absorbsiyon 0.398’dir. Hesaplanan K, degeri 5.0x10>dir. Absorbsiyonda gozlenen yaklasik
%10’luk azalma, kompleksin DNA ile interkalasyon yaptigmni gostermektedir.

[DNA]
016 n 0,0E+0 2,0E-6 4,0E-6 6,0E-6
0
& 2609 :
& a0 | —— B22 40uM
0,54 = R 3uL DNA
2 %09 4 \ 6ul DNA
D 1fo08 4
9uL DNA
= oo ] - 12:L DNA
0,4 - - [ 26208 J 15uL DNA
. Yy \\\
i Y/
wn \ V4 N
e} L\ Vs N
034\ / \
< ./ \
1 &7 \‘\
0,2 4 \\.. :
\‘\‘
0.1+ N
0,0 y T T | ' T T T T 1
250 300 350 400 450 500
A (nm)

Sekil 5.27 (K?*) UV spektrumu.
5.2.2.2 Fluoresans Calismalar1 Sonuclarn
Fluoresans spektrumuna(Sekil 5.28) bakildiginda; DNA eklenmeden once diisiik fluoresans
ozellik gosteren kompleksin, DNA eklenmesiyle pik yogunlugunda yaklasik %25°lik bir artis

gdriilmiistir. Pik yogunlugundaki bu artis, K* kompleksinin DNA baz ciftleri arasinda
interkalasyon yaptigini gostermektedir. Hesaplanan Kj, degeri 5.2x10* diir.
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Sekil 5.28 (K?) Fluoresans spektroskopisi.

5.2.2.3 Vizkozite Calismalar1 Sonuclan

Sekil 5.29’de DNA ile kesin olarak interkalasyon yaptigi bilinen EtBr ve K* kompleksinin

DNA vizkositesi iizerine etkisi karsilastirilmali olarak goriilmektedir (kirmizi EtBr, mavi K?

kompleksi). Artan [K*]/[DNA] oraniyla DNA bagil vizkozitesi artmaktadir. Bu artis, sekilde

de gorildiigii gibi EtBr molekiilii kadar gii¢lii bir etkilesim olmasa da kompleksin DNA’ya

interkalasyon yoluyla baglandigmin gostergesidir.
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Sekil 5.29 (Kz) EtBr ile karsilastirilmali vizkozite degisimi (kirmizi EtBr, mavi kompleks).

5.2.2.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismalar: Sonuclar

Sekil 5.30°de K* kompleksinin pBR322 DNA {izerine etkisi incelenmistir. DNA orami 1:1 ile
1:6 oraninda degistirilerek 3 saat inkiibsayon sonrasi gergeklestirilen elektoforez sonuglar
elde edilmistir. Elektroforez sonucunda kompleksin DNA’nin formunda herhangi bir degisiklik

olmadig goriilmistiir.

Sekil 5.30 (Kz) Elektroforez sonuglar1 (2-7; 30, 60, 90, 120, 150, 180 uM).
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5.2.3 Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(IDkloriir, [Pt(L?CI]Cl-CH;OH,
(K)

IR spektrumuna (Sekil 5.31) bakildiginda beklenen 2907 cm™,2871 ¢cm™ N-CHj, 1537 cm™
C=N ve 1484 cm’, 1456 cm” C=C,, pikleri gozlenmektedir. Kiitle spektrumundaki (Sekil
5.34) m/z 601.1 piki M + MeOH karsilik gelmektedir (teorik 605.0). 'H-NMR spektrumunda
(Sekil 5.32 ve 5.33) imino azotuna bagli olan -CHj3 protonu (1 numarali) 4.26 ppm’de singlet,
benzimidazol halkasi iizerindeki 2 ve § numarali protonlar sirasiyla 7.69 ve 7.76 ppm’de
dublet, 3 ve 4 numarali protonlar sirasiyla 7.36 ve 7.30 ppm’de multiplet, piridin halkas1
iizerindeki 6 numrali proton 8.29 ppm’de dublet ve 7 numarali proton 8.20 ppm’de multiplet
olarak goriilmiistir. 'H-NMR spektrumunda gozlenen 17 proton, elde edilmek istenen

yapidaki proton sayis1 ile tam bir uyum i¢indedir. Bu da sentezlenen yapiy1 dogrulamaktadir.
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5.2.3.1 UV-Titrasyonu Calhismalar Sonug¢lari

UV titrasyonunda (Sekil 5.35) platin kompleksi iizerine artan miktarda DNA eklenmesiyle
kompleksin absorbsiyon spektrumunda olusan degisim gozlenmistir. DNA eklenmeden 6nce
kompleksin 308nm’deki ilk absorbsiyonu 0.812” dir. DNA eklendik¢e absorbsiyonda diisiis
gozlenmistir. Diisiis sabitleninceye kadar DNA eklenmis ve en son absorbsiyon 311nm’de
0.485 olarak goriilmiistiir. K, degeri 2.25x10° olarak hesaplanan kompleksin absorbansinda
goriilen yaklasik %40°lik azalma (hipokromik etki) molekiiliin DNA baz ciftleri arasina

interkalasyon yapmasi olarak degerlendirilmektedir.

‘ [DNA]
—— B13 (40uM)
0,0e40 5,0E-6 1,0E-5 1,5E-5 — K+3uL DNA
. 0 ‘ T ‘ K+6uL DNA
/A\\ § 20 - K+9uL DNA
N W -4E-10 - K+12ul DNA
0,75 4 / \\‘ % e - N K+15uL DNA
/ - \ = &R0 - - K+18ul DNA
4 N\, 8 nuw- N K+21ul DNA
/ \ e K+24uL DNA
/ \\ L4k U9 - 3 K+27uL DNA
/ / /__;\\ : . \\ -1,6E-09 -
Y. s ~ \

0,50 - () o O\

Abs

0,25 - \\\\J// /

0,00

! | ! | ! I ' I I ! |
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Sekil 5.35 (K*) UV spektrumu.

5.2.3.2 Fluoresans Calismalar1 Sonuclan

Fluoresans spektrumunda (Sekil 5.36) kompleks lizerine artan miktarda DNA eklenmesiyle
fluoresanstaki degisim gozlenmistir. Komplekse DNA eklenmesiyle kompleksin Fluoresans
pik yogunlugunda yaklasik %55°lik artis gozlenmistir. Bu artis, K® kompleksinin DNA baz
giftleri arasmnda interkalasyon yaptigmi gostermektedir. K, degeri 2.43x10° olarak

hesaplanmistir.
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Sekil 5.36 (K*) Fluoresans spektroskopisi.

5.2.3.3 Vizkozite Calismalar1 Sonuclan

Sekil 5.37°de EtBr ve K* kompleksinin DNA vizkozitesi iizerine etkisi karsilastiriimali olarak
goriilmektedir. Artan [K’]/[DNA] orantyla DNA bagil vizkozitesi artmaktadir. Sekil 5.37
incelendiginde K* kompleksinin, EtBr molekiilii kadar arttrmasa da, DNA vizkozitesini

arttirdig1 gozlenmistir. Bu sonuglar kompleksin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesim

yaptiginin gostergesidir.
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Sekil 5.37 (K3) EtBr ile karsilastirilmali vizkozite degisimi (kirmizi EtBr, mavi kompleks).

5.2.3.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismalar: Sonuclar

Sekil 5.38’de K* kompleksinin pBR322 DNA {izerine etkisi incelenmistir. DNA orami 1:1 ile
1:6 oraninda degistirilerek 3 saat inkiibasyon sonrasi gergeklestirilen elektroforez sonuclar1
elde edilmistir. Elektroforez sonucunda, DNA’nin kolonlarda yiiriidiigiinii gérebilmek amaciyla
boyar madde olarak kullanilan EtBr molekiiliiniin kompleks ile etkileserek etkisini kaybettigi bu
yiizden artan kompleks derisimiyle bantlarda kaybolma gozlenmistir. Bu etkilesim nedeniyle
kompleksin DNA formunda herhangi bir degisiklik yapip yapmadig1 gézlemlenememistir. Bu tiir

etkilesimin ortaya konmasi i¢in farkli bir boyar madde kullanilmasi1 gerekmektedir.

80



Sekil 5.38 (K3) Elektroforez sonuglar1 (2-7; 30, 60, 90, 120, 150, 180 uM).

5.2.4 Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(I)kloriir,[Pd(L?)CI|Cl, (K*)

IR spektrumuna (Sekil 5.39) bakildiginda beklenen 2941 cm-1, 2879 cm™ N-CHa, 1534 cm’!
C=N ve 1483 cm’, 1462 cm” C=C,, pikleri gdzlenmektedir. Kiitle spektrumundaki (Sekil
5.42) m/z 480.0 piki (teorik 482.0) yapmin kitlesini desteklemektedir. 'H NMR
spektrumunda (Sekil 5.40 ve 5.41) -CH; protonu (1 numarali) 3.83 ppm’de singlet,
benzimidazol halkasi iizerindeki 2 ve § numarali protonlar sirasiyla 7.23 ve 7.40 ppm’de
dublet, 3 ve 4 numaral1 protonlar sirasiyla 7.09 ve 6.95 ppm’de multiplet, piridin halkas1
iizerindeki 6 numrali proton 8.58 ppm’de dublet ve 7 numarali proton 8.40 ppm’de multiplet
olarak goriilmiistir. 'H-NMR spektrumunda gozlenen 17 proton, elde edilmek istenen

yapidaki proton sayis1 ile tam bir uyum i¢indedir. Bu da sentezlenen yapiy1 dogrulamaktadir.
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5.2.4.1 UV-Titrasyonu Calhismalar1 Sonuglari

UV titrasyonu incelendiginde (Sekil 5.43), DNA eklenmeden 6nce kompleksin 519nm’de
0.443 olan absorsiyonunun, DNA eklendikce yaklasik olarak %15 azaldig1 goriilmektedir. K,
degeri 2.5x10° olarak hesaplanan kompleksin absorbsiyonda gériilen bu azalma (hipokromik

etki) molekiiliin DNA baz ¢iftleri arasina interkalasyon yapmasi olarak degerlendirilmektedir.

[DNA]
0,6 - —— B42 40,M
0,0E+0 5,0E-6 1,0E-5 1,5E-5 —— 3uL DNA
0 : Bl DNA
—_ —— 9uL DNA
W 18097 12uL DNA
05 W 2809 4 15,1 DNA
' = 3609 18uL DNA
<zt 400 21uL DNA
a _— 24,1 DNA
— 27,L DNA
-6E-09 - —— 30uL DNA
33uL DNA

7E09 -

-8E-09

Abs

0.0

! | ! | ' | ! | ! 1
250 300 350 400 450 500
A (nm)

Sekil 5.43 (K*) UV spektrumu.

5.2.4.2 Fluoresans Calismalar1 Sonuclan

Fluoresans spektrumuna (Sekil 5.44) bakildiginda, baslangicta diisiik fluoresans ozellik
gosteren kompleksin artan miktarda DNA eklenmesiyle fluoresans yogunlugundaki degisim
gbzlenmistir. DNA eklenmesi sonucunda pik yogunlugunda yaklasik %15’lik artis, K*
kompleksinin DNA baz ciftleri arasinda interkalasyon yaptigini gostermektedir. K, degeri

4.06x10" olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.44 (K*) Fluoresans spektroskopisi.

5.2.4.3 Vizkozite Calismalar1 Sonuclan

Sekil 5.45°de EtBr ve K* kompleksinin DNA vizkozitesi tizerine etkisi karsilastirilmali olarak
goriilmektedir. Artan [K*]/[DNA] oraniyla DNA bagil vizkositesi artmaktadir. Sekil 5.45
incelendiginde K* kompleksinin EtBr molekiilii kadar arttirmasa da DNA vizkozitesini
arttirdig1 gozlenmistir. Bu sonuglar kompleksin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesim

yaptiginin fakat bu etkilesimin EtBr molekiilii kadar etkili olmadigini1 géstermistir.
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Sekil 5.45 (K4) EtBr ile karsilastirilmali vizkozite degisimi (kirmizi EtBr, mavi kompleks).

5.2.4.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismalar: Sonuclar

Sekil 5.46’da K* kompleksinin pBR322 DNA {izerine etkisi incelenmistir. DNA orami 1:1 ile
1:6 oraninda degistirilerek 3 saat inkiibsayon sonrasi gergeklestirilen elektoforez sonuglar
elde edilmistir. Elektroforez sonucunda kompleksin dersimi arttikca DNA’nin kolonlarda
yurtidigiinii gérebilmek amaciyla boyar madde olarak kullanilan EtBr molekiilii ile etkileserek
EtBr’iin boyar madde 6zelligini kaybetmesine neden olmus ve bundan dolay1 bantlarda kaybolma

gbzlenmistir.

88



Sekil 5.46 (K*) Elektroforez sonuglari (2-7; 30, 60, 90, 120, 150, 180 uM).

5.2.5 Kloro-2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-benzimidazol-2-il)piridinplatin(IDkloriir, [Pt(L*)CI|C],
(K)

IR spektrumu (Sekil 5.47) incelendiginde, 3030 cm™ C-Hay, 2935 cm™ C-Hy, 1525 cm™ C=N
ve 1485 cm™, 1443 cm™ C=C piklerinin yan1 sira goriilen 1182 cm™ ve 1034 cm™’deki S=0
grubuna ait pikler yapiy1 desteklemektedir. Bunun yaninda kiitle spektrumundaki (Sekil 5.50)
m/z 860.7 piki (teorik 860.9) yapmnmn kiitlesini desteklemektedir. 'H-NMR spektrumunda
(Sekil 5.48 ve 5.49) bakildiginda; benzen halkasi {izerindeki protonlar (1-4 ve 2-3 numarali)
sirastyla 7.74 ve 7.85 ppm’de dublet, piridin halkasi iizerindeki 8 numarali proton 8.69
ppm’de dublet ve 9 numarali proton 8.40 ppm’de triplet olarak goriilmektedir. Ayrica, imino
azotu tlizerindeki substitiiente ait olan 6 numarali -CH; protonu 2.10 ppm’de multiplet, 5
mumarali -CH,N protonu 4.70 ppm’de triplet ve 7 numarali -CH,SO;3; protonu ise 2.64
ppm’de triplet olarak gozlenmistir. "H-NMR spektrumunda gozlenen 23 proton, elde edilmek
istenen yapidaki proton sayist ile tam bir uyum i¢indedir. Bu da sentezlenen yapiy1

dogrulamaktadir.
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5.2.5.1 UV-Titrasyonu Cahsmalar1 Sonuglari

UV titrasyonunda (Sekil 5.51) kompleks iizerine artan miktarda DNA eklenmesiyle
kompleksin absorbsiyon spektrumunda olusan degisim gozlenmistir. Artan miktarlarda DNA
eklenmesine ragmen kompleksin absorbsiyonunda hi¢gbir degisim gézlenmemistir. Bu durum
kompleksin DNA ile interkalasyon yapmadigmi gostermistir. DNA ile etkilesim
yapmamasinin nedeni, DNA sarmalinin dis yiizeyinin negatif yiik yogunlugu ile kompleksin

sahip oldugu SO; iyonlarinin birbirlerini elektrostatik olarak itmesi nedeniyle interkalasyonu

Onlemeleridir.
0,7 —
0,6 4
0,5
0,4 4
3 / — B33 60uM
< 1/ 5uL DNA
0,3 -4/ 10uL DNA
—— 15uL DNA
T 20uL DNA
0,2 4 ——— 25uL DNA
30uL DNA
0,1 4
0,0 T T T T T T T T ]
300 350 400 450 500
A (nm)

Sekil 5.51 (K°) UV spektrumu.

5.2.5.2 Fluoresans Calismalar1 Sonuclan

Fluoresans spektrumunda (Sekil 5.52) kompleks {lizerine artan miktarda DNA eklenmesiyle
fluoresanstaki degisim gozlenmistir. Kompleks DNA eklenmeden once diisiik fluoresans
ozellik gosterirken DNA eklenmesiyle fluoresans pikinin yogunlugunda %?20°lik bir artig
olmustur. Spektrumdaki fluoresans piklerinin yogunlugunun artmasi K° kompleksinde

bulunan K" iyonu ile EtBr molekiiliinde (Sekil 2.23) bulunan Br™ iyonunun etkilesmesidir.
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Sekil 5.52 (K°) Fluoresans spektroskopisi.
5.2.5.3 Vizkozite Calismalar1 Sonuclan
Sekil 5.53°de EtBr ve K* kompleksinin DNA vizkozitesi iizerine etkisi karsilastiriimali olarak
goriilmektedir (kirmizi EtBr, mavi K’ kompleksi). Artan [K*]/[DNA] oraniyla DNA bagil

vizkozitesi artmaktadir. Bu artisin nedeni EtBr molekiilii ile komplesin etkilesiminden dolay1

EtBr molekiiliiniin molekiil agirliginda farklilagma olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 5.53 (KS) EtBr ile karsilastirilmali vizkozite degisimi (kirmizi EtBr, mavi kompleks).

5.2.5.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismalar: Sonuclar

Sekil 5.54’de K° kompleksinin pBR322 DNA iizerine etkisi incelenmistir. DNA orani 1:1 ile
1:6 oraninda degistirilerek 3 saat inkiibasyon sonrasi gergeklestirilen elektoforez sonuglari
elde edilmistir. Elektroforez sonucunda kompleksin DNA’nin formunda herhangi bir degisiklik

yapmadig1 gozlemlenmistir.

Sekil 5.54 (K°) Elektroforez sonuglari (2-7; 30, 60, 90, 120, 150, 180 pM).
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5.2.6 Kloro-2,6-bis(1,3-propilsiilfonat-2-il-benzimidazol)piridinpaladyum(II)kloriir,
[Pd(L})CIICL, (K®)

IR spektrumuna (Sekil 5.55) bakildiginda, 3099 cm™ C-H,y, 2933 cm™ C-Hy, 1523 cm™ C=N
ve 1485 cm™, 1442 em™ C=C piklerinin yan1 sira goriilen 1160 cm™ ve 1031 cm™’deki S=0
grubuna ait piklerin yapiy1 destekledigi goriilmektedir. Bunun yaninda kiitle spektrumundaki
(Sekil 5.58) MALDI-MS m/z 773.0 piki (teorik 773.9) yapmin kiitlesini desteklemektedir. 'H-
NMR spektrumuna (Sekil 5.56 ve 5.57) bakildiginda; benzen halkasi iizerindeki protonlar (1-
4 numarali) 7.27 ppm’de dublet, 2 numarali proton 7.91ppm’ de dublet ve 3 numarali proton
7.35 ppm’de multiplet ve piridin halkasi tizerindeki 8 numarali proton 8.76 ppm’de dublet ve
9 numarali proton 8.45 ppm’de triplet olarak goriilmektedir. Ayrica, imino azotu ilizerindeki
substitliiente ait olan 6 numarali -CH;, protonu 2.11 ppm’de multiplet, 5 mumarali -CH,N
protonu 4.74 ppm’de multiplet ve 7 numarali -CH,SO3 protonu ise 2.65 ppm’de triplet olarak
gdzlenmistir. 'H-NMR spektrumunda gozlenen 23 proton, elde edilmek istenen yapidaki

proton sayisi ile tam bir uyum i¢indedir. Bu da sentezlenen yapiy1 dogrulamaktadir.
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5.2.6.1 UV-Titrasyonu Calhsmalar: Sonug¢lari

UV titrasyonu (Sekil 5.59) incelendiginde kompleks iizerine artan miktarda DNA
eklenmesine ragmen absorbsiyonda herhangi bir degisimin olmadigi goriilmektedir. Bu

durum kompleksin DNA ile etkilesime girmedigini gostermektedir.

0,40
0,35
0,30 4
5/
0,25
® . ——— B35 60uM
o B
< 0,20+ 3ulL DNA
i 6uL DNA
0,15 + 9uL DNA
1 12uL DNA
0,10
0,05
0,00
) ' ) ' ) ' ) ' |
300 350 400 450 500
A (nm)

Sekil 5.59 (K°) UV spektrumu.

5.2.6.2 Fluoresans Calismalari Sonuclar

Fluoresans spektrumunda (Sekil 5.60) kompleks {lizerine artan miktarda DNA eklenmesiyle
fluoresanstaki degisim gozlenmistir. Kompleks DNA eklenmeden once diisiik fluoresans
ozellik gosterirken DNA eklenmesiyle fluoresans pikinin yogunlugu %20 oraninda artmigtir.
Spektrumdaki fluoresans piklerinin yogunlugunun artmasi; K® kompleksinin katyonik
olmasina ragmen sahip oldugu SO;  iyonlar1 ile DNA sarmalmin dis ylizeyinin fosfat
gruplarmin etkisi ile negatif yilk yogunlugu nedeniyle interkalasyonu engelledigini fakat
kompleksin sahip oldugu K iyonunun, EtBr molekiiliinde bulunan (Sekil 2.23) Br” iyonu ile

etkilesmesinden kaynaklandigi seklinde yorumlanmaktadir.
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Sekil 5.60 (K°) Fluoresans spektroskopisi.

5.2.6.3 Vizkozite Calismalar1 Sonuclan

Sekil 5.61°de EtBr ve K® kompleksinin DNA vizkozitesi lizerine etkisi karsilagtirilmali olarak
goriilmektedir. Artan Vizkosite sonucunda K® kompleksinin tipki EtBr molekiiliinde oldugu
gibi DNA vizkozitesinin EtBr kadar artmasa da arttirdig1 gozlenmistir. Bu artig, kompleksin
DNA ile interkalasyon yapmis olmasindan degil kompleks ile EtBr molekiiliiniin etkilesimden

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 5.61 (K6) EtBr ile karsilastirilmali vizkozite degisimi (kirmizi EtBr, mavi kompleks).

5.2.6.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismalar: Sonuclar

Sekil 5.62°de K® kompleksinin pBR322 DNA iizerine etkisi incelenmistir. DNA orami 1:1 ile
1:6 oraninda degistirilerek 3 saat inkiibasyon sonrasi gerceklestirilen elektoforez sonuglari
elde edilmistir. Elektroforez sonucunda kompleksin DNA’nin formunda herhangi bir degisiklige

yol agmadig1 goriilmiistiir.

Sekil 5.62 (K°) Elektroforez sonuglari (2-7; 30, 60, 90, 120, 150, 180 pM).
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Cizelge 5.1 Komplekslerin DNA calismalarinin karsilastiriimasi.

UV-Titrasyonu | Vizkozimetri Fluoresans Agaroz Jel
Spekt. Elektroforez
K' %40 azalma Artma iyi %20 artig DNA formunda
K,=4.76x10° K,=3.37x10" degisiklik yok
K* %10 azalma Artma iyi %25 artig DNA formunda
K,=5.0x10° K,=5.20x10" degisiklik yok
K %40 azalma Zayif artig %55 artis EtBr ile etkilesim
K= 2.25x10° K,=2.43x10° var
K* %15 azalma Zayif artig %15 artis EtBr ile etkilesim
K= 2.5x10° K= 4.06x10" var
K’ Degisim yok Zayif artis %20 artis DNA formunda
degisiklik yok
K° Degisim yok Zayif artis %20 artis DNA formunda
degisiklik yok

Sonuglar degerlendirildiginde;

> DNA ile en iyi etkilesim yapan kompleks K* kompleksidir.

> K* kompleksi ile K* kompleksi ayni yapida olmalarma ragmen K* kompleksi K*
kompleksi kadar iyi interkalatér degildir. Bu paladyum(I) kompleksinin daha hizli
hidroliz olmasi veya kararsizligindan ileri gelebilir.

> K* ve K* komplekslerinin vizkozimetri sonuglari incelendiginde (sirastyla Sekil 5.38 ve
5.46) EtBr molekiilii kadar etkili interkalatdrler olmadig1 goriilmiistir.

» Tiim komplekslerin serbest halde fluoresans 6zellik gosterdikleri gézlemlenmistir.
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