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Bu calismada, 1,10-fenantrolin temelli imidazol halkasi iceren ligandlarin ve bunlarin platin

metaliyle olusturdugu komplekslerin sentezi ve DNA etkilesimleri lizerine ¢aligilmistir.

1,10-fenantrolin-5,6-dion’dan yola ¢ikilarak 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin (PIP) ve 2-
(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin  (HPIP) ligandlar1 sentezlenmistir. Bu
ligandlardan  (2,2'-bipiridin)(2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin)Platin(1l) ([Pt(bpy)
(PIP)*Y  ve  (2,2-bipiridin)(2-(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin)Platin(I1)
([Pt(bpy)(HPIP)]*%) kompleksleri elde edilmistir. Ligandlarin karekterizasyonu FT-IR ve H-
NMR analizi ile gerceklestirilmistir. Kompleksler ESI-MS ve 'H-NMR yéntemleriyle

karakterize edilmistir.



OZET (devam ediyor)

Komplekslerin DNA etkilesimleri UV-Vis titrasyonu, agaroz jel elektroforezi, florometri ve
vizkozimetri metotlartyla calisilmistir. [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleks iyonunun UV-Vis
titrasyonu goére DNA’ya diger kompleks bilesikten daha kuvvetli baglanmistir. Elektroforez
ve vizkozite calismalar1 da bunu desteklemektedir. Sadece florometri ¢aligmasinda
[Pt(bpy)(HPIP)]*? kompleksinin baglanma sabiti degeri [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinden daha
diistik ¢ikmustir.

Elde edilen sonuglar 1siginda her iki kompleksin de DNA’ya interkalasyon yaptiklar

belirlenmistir.

Anahtar Sézciikler: Bipiridin, Fenantrolin, Benzimidazol, DNA, interkalasyon.
Bilim Kodu: 405.05.01.
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In this work, the synthesis of 1,10-phenanthroline based ligands bearing imidazole ring and
their corresponding platinum(1l) metal complexes and DNA interactions of these complexes

were studied.

2-phenylimidazo[4,5-f][1,10]phenanthroline  (PIP) and 2-(2-hydroxyphenyl)imidazo[4,5-
f][1,10]phenanthroline (HPIP) ligands were synthesized starting from 1,10-phenanthroline-
5,6-dion. (2,2'-bipyridine)2-phenylimidazo[4,5-f][1,10]phenanthroline)Platinium(ll) ([Pt(bpy)
(PIP)]*?) and (2,2'-bipyridine)2-(2-hydroxyphenyl)imidazo[4,5-f][1,10]phenanthroline
Platinium(11) ([Pt(bpy)(HPIP)]*?) complexes were obtained, respectively from the ligands.
The ligands were characterized by using FT-IR and 'H-NMR. The complexes were

characterized by using ESI-MS and *H-NMR analysis.



ABSTRACT (Continued)

DNA interactions of the complexes were determined by UV-Vis titration, agarose gel
electrophoresis, fluorometer and viscosimeter methods. UV-Vis titration studies suggest that
[Pt(bpy)(HPIP)]"interacts with DNA stronger than the other complex. Electrophoresis and
viscosity studies support the UV-Vis titration results. The binding constant of
[Pt(bpy)(HPIP)]*? complex ion was found to be lower than the that of other complex in only

fluorometer studies.

The results suggest that both of the complexes intercalates in DNA base pairs.

Key Words: Bipyridine, Phenanthroline, Benzimidazole, DNA, Intercalation.
Science Code: 405.05.01.
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TESEKKUR

Bu c¢alismanin planlanmasi ve yiiriitiilmesinde, ¢aligmalarim siiresince benden her tiirlii ilgi,
bilgi birikimini tesvik ve hosgoriisiinii esirgemeyen tez danismanim Sayin Yrd. Dog¢. Dr.

Burak COBAN’a (BEU) siikranlarimi sunar, tesekkiirii bir borg bilirim.
Calismalarim siiresince her tiirlii laboratuar imkanini esirgemeyen ve derin bilgileriyle
aydinlatan es-danmigmanim Saym Prof. Dr. Abdurrahman SENGUL’e (BEU) ve tiim Inorganik

Kimya ¢aligma grubuna tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman yanimda olan ve hicbir destegini esirgemeyen esim Elif’e desteklerinden dolay1

¢ok tesekkiir ederim.
Yasamim boyunca maddi, manevi her konuda bana destek olan aileme ¢ok tesekkiir ederim.
Bu calismaya maddi kaynak saglayan B.E.U Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi’ne tesekkiir

ederim. (Baz1 Metal Komplekslerinin DNA ile Etkilesimlerinin Belirlenmesi, 2011-10-03-
06 nolu ZKU Arastirma Fonu Projesi)
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 ILAC HEDEFIi 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:
Deoksiriboniikleik 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 proteine doniistiiriiliir. Kanser dahil birgok hastaligin sebebi olan gen
aktarimindaki hatalar ayni zamanda DNA’y1 ilaglar icin ¢ok iyi bir hedef haline
getirmektedir. Aslinda ¢izelge 1.1°de de bahsedildigi tizere AIDS (Regis Marty 2004), sitma
(Kwakye-Berko and Meshnick 1989, Lisgarten et al. 2002), uguklar (Hewlett et al. 2004),
hepatitler (Hewlett et al. 2004) ve mantar enfeksiyonlar: (De Backer and Van Dijck 2003),
DNA ile etkilesereck DNA’nin fonksiyonunu kaybetmesini saglayan ilaglarla tedavi
edilmektedir. Ne yazik ki DNA hedefli bu ilaclar bir¢ok toksik yan etkiyi beraberinde
getirmektedir. Yan etkilerin temel sebebi kullanilan ilaglarin segiciliginin ¢ok diisiik olmasi
ve saglikli hiicrelere de zarar vermesidir. Bu yan etkilerin azaltilmas: ilaglarin DNA’ya

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

Son 25 yildir metal kompleksleri, DNA ile etkilesen maddeler olmalar1 ve tedavi edici
yonleriyle biiyiik bir ilgi kaynagi olmuslardir (Zeglis et al. 2007). Metal komplekslerinin bu
ozelligi; E.coli bakterilerinin ¢ogalmalarina elektrik alanin etkisinin platin elektrotlarla
incelenirken tesadiifen kesfedildi. Calismada, E. coli ortami platin elektrotlarla reaksiyon
vererek hiicre boliinmesini engelleyen platin  komplekslerini iceren bir karisim
olusturmuslardir. Bu durum kanser ilaglarinin karakteristik ¢alisma yontemidir. Daha sonra
yapilan platin tiirlerinin kanser aktiviteleri ¢aligmalart transplatinin herhangi bir etki

gostermedigini ancak cisplatin tlirlerinin tiimdrler iizerinde ¢ok biiylik etkisi oldugunu
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gostermistir. Cisplatin (Sekil 1.1) ilk olarak Birlesik Devletler FDA (Yiyecek ve Ilag

Yonetimi) tarafindan genitoiiriner tiimorlerin tedavisinde kullanilmstir.

Cizelge 1.1. Bazi bilinen hastaliklar, ilaglar1 ve ilaglarin hedef aldiklari prosesler.

Hastahk flac Hedef

HIV viriistiiniin ters

AIDS AZT transkriptaz enzimini bloke
eder.
SITMA Kloroquin DNA baz ciftleri arasina
interkalasyon yapar.

Lamivudine DNA polimeraz

in DNA ya baglanmasini
UCUKLAR ve - ] )
HEPATITLER Lamuvidine ve Adefovir enge_ller. Ade_fO\_/lr_ ters
transkriptaz enzimini inhibe
eder.
Flucytosine mantar DNA
BAKTERIYEL ve sentezini engeller.
MANTAR KOKENLI Flucytosine ve quinolone Quinolonler DNA giraz ve
ENFEKSIYONLAR topoizomeraz enzimlerini
engeller.
Bleomycin DNA ya ait
oksijenlerle radikalik
tepkimeler verir ve DNA y1
KANSER Bleomycin ve Cisplatin pargalar. Cisplatin DNA da

adenin bazinin N7 azotuyla
kovalent bag yaparak
acilmasin1 engeller.

Cisplatinin antikanser aktivitesinin DNA’ya kovalent olarak baglanarak yapisal degisimlere
sebep olmasini saglayabilme yeteneginden ileri geldigi bilinmektedir. Transplatin (Sekil 1.1)
de DNA’ya baglanabilmesine ragmen DNA’da yapisal bir degisiklik yapmayacak bir

baglanma tarzi segmektedir. Ne yazik ki cisplatin tedavisinin mide bulantisi, kusma,



norotoksitite ve nefrotoksitite gibi birgok yan etkisi bulunmaktadir. Ancak arastirmalar
karboplatin (sekil-1) gibi platin tiirlerinin de ayn1 etkilesimlere sahip oldugunu ve cisplatinde

goriilen yan etkilerin daha yumusak oldugunu gostermistir.

Karboplatin Cisplatin Transplatin

Sekil 1.1. Anti-kanser etkili platin tiirevleri.

Gegen on yilda bipiridin, terpiridin ve fenantrolin gibi diizlemsel iki- ve ii¢-disli ligandlar
iceren diizlemsel veya oktahedral yapidaki komplekslerin DNA etkilesimleri biiyiikk bir ilgi
konusu olmustur. Ru(Il), Rh(II) ve Pt(II) gibi kinetik¢e inert metaller igeren bu
komplekslerin birgogunun DNA ile kovalent bag yapmadigi goriilmiistiir (Cusumano et al.
2005, Deshpande et al. 2009). Ug¢ boyutlu sekillerine bagli olarak bir veya daha fazla
mekanizmayla DNA ile kovalent olmayan etkilesimlere girmektedirler. DNA ayakizi
ajanlarindan spesifik komplekslerin fotofiziksel ve elektrokimyasal Ozellikleri DNA ile
yaptiklari 6zel etkilesimleri belirmeye olanak vermektedir (Zeglis et al. 2007). Yeni tedavisel
ve tanisal gelismelerin ilerleyebilmesi i¢in metal komplekslerin DNA ile yaptiklar1 baglanma
tirleri {lizerine birgok arastirma yapilmaktadir. Komplekslerin DNA ile hangi mekanizma
yoluyla etkilestigini belirleyebilmek i¢in bircok kimyasal ve analitik yontem kullanilmaktadir.
Bu yontemlerden bazilar1 NMR spektroskopisi, absorbsiyon spektroskopisi, X-ray, jel
elektroforez, molekiiler modelleme, izotermal titrasyon kalorimetrisi ve dairesel dikroizm
spektroskopisidir (Haq et al. 1995, Nordén and Kurucsev 1994, Richards and Rodger 2007,
Tse and Boger 2003).

1.2 DNA VE POLINUKLEOTITLER

Niikleik asitler kimya ile biyoloji arasindaki ¢izgide yer alirlar. Kimyasal o6zellikleri bir

canliin yasami boyunca gerekli olan biitiin bilgileri ve gereklilikleri belirlemektedir.



Niikleik asitlerin monomeri olan niikleotit kimyasal yapisinda {i¢ farkli molekiiler yapiy:
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 1.2). Bu durumda polimer zincirinde ana iskelet tekrar eden fosfat ve seker
gruplarindan olusurken diger bilesen olan baz degisiklik gostermektedir. Azotlu bazlar olarak
da adlandirilan bu grup piirin ve pirimidin olmak iizere iki ana yapida bulunur. Piirin bazlari
olan adenin ve guanin iki halkali bir sistemden olusurlar. Pirimidin bazlar1 ise timin ve sitozin

olmak {izere iki adettir ve tek halkal bir sistem igerirler (Sekil 1.3).

Sekil 1.2. DNA zinciri.

Adenin Guanin Sitozin Timin

Sekil 1.3. DNA zincirinde bulunan azotlu bazlar.

1950’lerin baslarinda James Watson ve Francis Crick DNA’nin bugiin bilinen ii¢ boyutlu
halini X-ray c¢alismalarimi yorumlayarak ortaya ¢ikardilar (J. D. Watson 1953). Deneysel
olarak bir ¢alisma yapmamalarina ragmen o giine kadar yapilan DNA ile ilgili ¢aligmalar1 bir
araya getirip yorumlayabilmeleri sayesinde DNA yapisint 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 1.4).

Sekil 1.4. A-T ve G-C bazlar aras1 tamamlayici hidrojen baglari.

Zincirler bir ¢ift sarmal yapisi olustururlar. Bu yapida i¢ kisimda hidrofobik bazlar
birbirlerinin tizerine aralarinda 0.34 nm mesafe olacak sekilde istiflenirler ve boylece sulu dis
ortamdan sakli apolar bir ortam olusur. Dis tarafta ise fosfat ve deoksiriboz sekeri bulunur. Bu
yap1 baz ¢iftlerinin merdiven gibi konumlanmalar1 sebebiyle kedi merdiveni olarak
adlandirilir. Sarmalin ¢ap1 yaklasik 2 nanometredir ve 10 baz ¢ifti iceren her doniis 3.4 nm
uzunlugundadir. Bu doniisler sirasinda yapida iki farkli bosluk olusur (Sekil 1.5). Bunlar 12 A
biiyiikliigiindeki major yarik ve 6 A biiyiikliigiindeki minor yariktir. Ayni galismada Watson
ve Crick baz ciftlerinin iki farkli sekilde oldugunu gézlemlemislerdir. Adenin ve timin bazlar
esleserek bir baz ¢ifti guanin ve sitozin esleserek diger baz ciftini olugturmaktadir. DNA’nin
cift sarmal yapisinin diger bir dnemli 6zelligi ise yapmin esnek olmasidir. Yapidaki bu
esneklik DNA’ya farkli konformasyonlarda bulunabilme olanag: saglamaktadir (Jeremy M.
Berg 1988).

Minor vank <f

34A

Major varik<

Sekil 1.5. DNA sarmali
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DNA B-DNA, A-DNA ve Z-DNA olmak {izere ii¢ farkli yapida bulunabilir (Sekil 1.6).
Watson ve Crick tarafindan agiklanan DNA yapis1 B-DNA o6zelliklerini agiklamaktadir. B-
DNA’ya gore daha genis ve daha kisa olan A-DNA’nin X-isinlar1 ¢aligmalar1 sirasinda
kesfedilmistir. Bu yap1 her bir doniisiinde 11 baz ¢ifti icermektedir ve cap1 26 ile 29 A
arasinda degismektedir (Jeremy M. Berg 1988).

Sekil 1.6. DNA konformasyonlari

Z-DNA c¢ok radikal bir sekilde B-DNA’dan ayrilir. Bu ayrim Z-DNA’nin sola kivrimli
olmasindan ileri gelir. Her bir doniiste 12 baz ¢ifti yer alir ve B-DNA’ya gore daha ince ve
daha uzundur. Seker fosfat iskeleti zig zag goriiniimiinde oldugu icin bu ismi almistir. Zn*" ve
Cu®" gibi gecis metalleriyle etkilestiklerinde B-DNA konformasyonu Z-konformasyonuna

gecis yapmaya basglar.

Cift sarmalin iki zinciri, ¢iftlesmis bazlarin arasindaki hidrojen baglart kirildiginda
birbirinden ayrilir. Baglarin kirilmasi laboratuvarda niikleotit bazlari iyonize olacak sekilde

DNA sivisinin pH’1 degistirilirse veya sivinin 1sis1 yiikseltilirse gozlenebilir. Bu iglemler
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sirasinda  fosfodiester baglar1 kirilmaz. DNA sitildiginda, sarmal yapinin yarisinin
kayboldugu sicaklik erime sicakligi (Tm) olarak tanimlanir. Ilag-DNA etkilesimlerinin
incelenmesinde erime sicakligindan faydalanilmaktadir. DNA’nin UV spektrumda adenin,
guanin, sitozin ve timin bazlarinin tek baslarina verdikleri piklerin ortalamasi olan 260
nm’deki karakteristik absorbansi izlenerek absorbans degisiminin gergeklestigi sicaklik

gozlenerek erime sicakligi belirlenir.

Denatilirasyon olarak adlandirilan sarmal yapmin bozulmast DNA’nin 260 nm’deki
absorbansinda yiikselmeye sebep olur (Sekil 1.7). Ciinkii tek zincirli DNA ¢ift zincirli
DNA'’ya oranla daha yiiksek absorbansa sahiptir. Guanin ile sitozin arasinda {i¢, adenin ile
timin arasinda iki hidrojen bagi oldugu i¢in yiiksek miktarda A ve T iceren DNA, G ve C
acisindan zengin DNA’ya gore daha diisiik sicaklikta denatiire olur (Sekil 1.7).

100 -
g
§ sof
o
s
E
<
(e
(]
o
0 ' |

Sicaklik (°C)

Sekil 1.7. — A,T agisindan zengin, — G, C agisindan zengin DNA’ya ait erime egrileri

DNA bu sekilde agilabilmesi sayesinde kopyalanir. DNA’nin replikasyonu, DNA
molekiiliinlin, sakladig1 genetik bilgilerin sonraki nesillere aktarilmasi igin hiicre bdliinmesi
sirasinda kendi kopyasini olusturmasidir. DNA’y1 hedef alan ilaglar DNA’ya baglanarak onun
kararliligim1 artirir ve replikasyonda gorev alan bazi enzimlerin DNA’ya baglanmasini
engeller. Bu sayede replikasyon engellenir ve hiicre boliinmesi onlenir. Bu teknikle birgok

hastalik tedavi edilebilmistir (Kwakye-Berko and Meshnick 1989, Lisgarten et al. 2002, Regis



Marty 2004). Bugiin kabul goren goriise gore DNA’nin replikasyonu semi-konservatiftir
(Sekil 1.8); bir DNA molekiiliiniin iki zincirinden her biri yeni bir DNA kolu sentezi igin bir
kalip gorevi goriir ve sonugta meydana gelen iki yeni DNA molekiilii yeni ve eski zincirleri

igerirler.

Orjinal

Sekil 1.8. Semikonservatif DNA replikasyonu

Helikaz enzimi, replike olacak DNA ¢ift sarmalinin zincirlerini agar. Centikleyici ve yeniden
kapatici enzimlere DNA topoizomerazlar1 denilir. Bir defa DNA kivrimi agildiktan sonra
primaz denen spesifik bir RNA polimeraz, kromozom DNA’smin replikasyonunun
baslangicini temsil eden 6zel bir bolgesini tamamlayic1 ve primer RNA veya oncii RNA

denen kisa bir RNA seridi sentez eder. DNA ¢ift sarmali ¢atallanma noktasinda agildiktan ve
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primaz asamalar1 tamamlandiktan sonra DNA polimerazlarin etkisiyle DNA polimerizasyonu
baslar ve devam eder (Sekil 1.9).

QU

! Topoizomeraz
DNA polimeraz /

DNA baglayicr
proteinler

Sekil 1.9. DNA replikasyonu.

Sentez tamamlandiktan sonra DNA polimeraz I’in 5'—3' ekzoniikleaz aktivitesi vasitasiyla
RNA primeri ¢ikarilir; DNA ligaz, kalan ¢entikleri kapatir. Yeni bir DNA seridinin sentezi
tamamlandiktan sonra DNA giraz, replike olmus DNA’nin tekrar dogal haline kivrilmasina

yardimc1 olur.

DNA’nin diger bir islevi ise gen ifadesidir. DNA’da saklanan genetik bilgilerin bir RNA
molekiili  (mRNA, tRNA, rRNA) sentezi suretiyle kopyalanmasi veya yazilmasina
transkripsiyon adi verilir. Transkripsiyonla RNA’ya kopyalanan, bir protein molekiiliine ait
genetik bilgilerin okunmasi1 veya bir protein molekiilii haline ¢evrilmesine translasyon adi
verilir. Transkripsiyon ve translasyon olaylarmin toplami, gen ifadesi (gen ekspresyonu)
olarak tanimlanir (Sekil 1.10).



Exonl Ex2 Fx3 . Exond
Promotor ) Intron1 1 Intron2 r— Intron3 —

f"‘b i —— ——————— s ————— -—;ﬂ" \
Gen (DN4)

P o ‘ Transkripsiyon
(
l Birlestirme
mRNAL —_
l Protein sentezs
Protein OO0

Sekil 1.10. Gen ekspresyonu.

Transkripsiyon, DNA’da saklanan genetik bilgilerin bir RNA molekiilii (mRNA, tRNA,
rRNA) seklinde kopyalanmasi veya yazilmasi olayidir (Sekil 1.11). Bir RNA molekiili,
DNA’nin kalip kolunun dizilisini biitiinleyici riboniikleotidlerin ATP, GTP, CTP ve UTP’tan
pirofosfatlar ayrilmasi suretiyle polimerizasyonu sonucunda, 5’ — 3’ yoniinde sentezlenir. Bir
RNA molekiiliindeki riboniikleotidlerin dizilisi, ¢ift kollu DNA molekiiliiniin kalip kol olarak

anilan bir kolundaki deoksiriboniikleotidlerin diziliginin tamamlayicisidir.

DIMNA

T

A C T AGGC
G A U
“ o
mBREMN A e
L
S e
ribonucleotides

Sekil 1.11. m-RNA sentezi

Cogu kanser tedavisinde kullanilan bazi antibiyotikler transkripsiyonu inhibe etmektedirler.

Actinomycin D, prokaryotlarda ve Okaryotlarda, guanin baglanmasi {iizerine etkilidir.
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Daudonomycin ve distamycin A, prokaryotlarda ve Okaryotlarda, DNA {izerine etkilidirler.
Rifampicin, prokaryotlarda RNA polimeraz inhibitoriidiir. o-amanitin, okaryotlarda RNA
polimeraz  inhibitoriidiir. ~ Transkripsiyon  inhibisyonunun incelenmesi ilag-DNA
etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan en 6nemli yontemlerdendir (Fu et al. 2003, Fu and

Turro 2001).

1.3 KUCUK MOLEKULLERIN DNA ILE ETKILESIM YOLLARI

Kiiclik molekiiller DNA ile kovalent bag yapmanin yaninda kovalent olmayan sekilde de
etkilesimde bulunurlar. Bu kovalent olmayan baglanma tiirleri baslica asagidaki gibi

siralanabilir (Sekil 1.12).

i) Elektrostatik etkilesimler yapanlar
i) Interkalasyon yapan ajanlar

i)  Yarik baglayicilar (Groove binders)

Sekil 1.12. DNA etkilesim tiirleri

Molekiillerin DNA ile etkilesim mekanizmalar1 bu molekiillerin geometrisi ve kimyasal yapisi

gibi Ozelliklerine baglh olarak farklilik gostermektedir. Molekiiller DNA ile etkilestikleri
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mekanizmaya gore bosluk baglayici, interkalatdr, gibi isimler alabilmektedir. Yukarida siralan

etkilesimler agsagida verilis sirasina gore agiklanacaktir.

1.3.1 Elektrostatik Etkilesimler Yapanlar

Elektrostatik etkilesimler dis baglanma olarak adlandirilan DNA’nin dis yiizeyinde bulunan
gruplarla yapilan etkilesimlerin neredeyse tamamini kapsamaktadir (Carrier et al. 1990).
Diger etkilesim tiirlerine gére daha zayif olmasina ragmen ilaglarin biyolojik aktifliklerinde
onemli rol oynamaktadirlar. Elektrostatik etkilesimler DNA’nin yiiklii fosfat gruplariyla Na®,
Mg?*gibi pozitif yiiklii metal iyonlarinin etkilesmesiyle gerceklesir ve DNA nin kararhihigim
arttirir (Anastassopoulou 2003). Bu etkilesim fosfat gruplarinin sahip oldugu negatif yiik
notralize edilerek ortadan kaldirilabilir. DNA ile yapilan diger etkilesim tiirleri de molekiilde
bulunan fonksiyonel gruplarin 6zelliklerine bagli olarak elektrostatik etkilesimi biinyesinde

barindirabilirler.

1.3.2 interkalasyon Yapan Ajanlar

1960’larin baslarinda Lerman ve arkadaslari akridin grubu boyalar varliginda (Sekil 1.13)
DNA’nin fizikokimyasal davraniglari konusunda 6nemli bir ¢alisma yapmislardir (Lerman
1961). Bu calismada boya molekiillerinin DNA’ya baglanarak kendilerin baz ciftleri arasina

yerlestirdiklerini ve bununda DNA’y1 stabilize ettigini gérmiislerdir.

Sekil 1.13. Proflavin ve Etidyum bromiir yapilari

Klasik interkalatorler kendilerini DNA baz giftleri arasina dogru pozisyonda yerlestirebilen
cok halkali aromatik halkalardir. Aromatik interkalatorlerle DNA’nin i¢ kisminda bulunan

yapilarin  hidrofobik ¢ekme kuvvetleri bu sistemlerin  kararliligini  saglamaktadir.
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Interkalasyon esnasinda kiigiik bir ligand DNA baz ¢iftleri arasina yerleserek sabit bir sandvic
benzeri yapi olusturur. Bunun sonucunda DNA ¢ift sarmalinda vizkozimetri, dairesel
dikroizm, UV titrasyon gibi yontemlerle gézlemlenebilen yapisal degisiklikler meydana gelir
(Strekowski and Wilson 2007). Molekiil baz giftleri arasinda bosluk olusturur ve sarmal
yapiy1 uzatir. DNA yapisindaki bu degisiklikler translasyon ve transkripsiyon gibi olagan
prosesleri engeller.

Antrasiklin antibiyotikleri ailesinin en énemlileri olan daunomisin ve adriamisin (Sekil 1.14)
klinik olarak kanser tedavisinde kullanilan interkalatif ajanlardandir (Frederick et al. 1990).
Kanser tedavisinde gecerlilikleri kanitlanmasina ragmen bu ilaglarin ¢ok biiyiik yan etkileri

vardir.

Sekil 1.14. Daunomisin ve adriamisin ilaglarinin yapilari.

Her iki ilacinda yapisinda birbirine birlesmis dort halkadan olusan bir aglikon grubu ve bir
amino sekeri bulunmaktadir. Daunomisin ve adriamisin ilaglarnin DNA ile yaptiklar
etkilesimde c¢ok kiiclik farkliliklar vardir. Yapilan ¢aligmalarda aglikon grubu DNA baz
ciftleri arasina interkalasyon yaparken amino seker grubu diger bir etkilesim tiirti olan bosluk
baglama yoluyla DNA kiiciik boslugunu doldurdugu goriilmiistiir (Wang et al. 1987). Bu
ilaclar hidroksil gruplar1 sayesinde DNA guanin bazinda bulunan N2 ve N3 atomlariyla
hidrojen bag1 yapar. Hidroksil gruplart olmadan bu ilaglar biyolojik aktivite

gosterememektedir.

1.3.3 Yarik Baglayicilar (Groove Binders)

Ilaglar son yillarda saptanan ve giiclii bir etkilesim olan yarik baglama yoluyla da DNA ile
kovalent olmayan baglar yaparlar. DNA’nin en gecgerli formu olan B -DNA formunda si1g ve

genis bir major yarik ve derin ve dar bir minor yarik (Sekil 1.15) bulunmaktadir (Seanger 1984).
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Sekil 1.15. Major ve Minor yarik

DNA bosluklarina baglanan ilaglar gibi kii¢iik molekiiller genelde mindr yarik {izerinden
etkilesime girerken protein ve oligoniikleotit gibi daha uzun molekiillerin major yarik yoluyla
DNA’ya baglandiklar1 gorilmistiir (Bischoff and Hoffmann 2002). Bu durum her zaman
boyle gelismemektedir. Bazi ¢alismalarda kiigiik molekiillerinde major yarik yoluyla DNA’ya
kovalent olmayan yolla baglandiklar1 bilinmektedir (Kim and Nordén 1993). Baglanmanin
hangi bosluk iizerinden gergeklesecegi bosluk ve molekiil lizerinde bulunan elektrostatik

cesitlilik ve hidrojen bag1 yapabilme kapasitesine gore degismektedir.

Minor bosluk baglayict molekiiller genelde birbirine amid ve vinil gruplariyla bagl bir¢ok
heterosiklik halkaya sahip minor boslugun sekline uygun sekle sahip molekiillerdir. Hoechst
33258, distamycin ve netropsin (Sekil 1.16) en iyi bilinen mindr bosluk baglayici
ilaglardandir. Bu ilaglar ve diger calismalar incelendiginde mindr bosluk iizerinden baglanan
molekiillerin DNA {izerinde adenin ve timin baz1 orami yiiksek olan bdlgeleri segtikleri
anlagilmaktadir (Neidle 1997). Minor bosluk iizerinden yapilan baglanmalarda yapi, DNA
fosfat gruplariyla yapilan elektrostatik etkilesimler, bazlar {izerinde bulunan elektronegatif
atomlar sayesinde yapilan hidrojen baglar1 ve Van der Waals etkilesimleri sayesinde daha

stabil hale getirilmektedir.
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Sekil 1.16. Netropsin ilacinin yapist ve DNA baglanmast

Bosluk baglama yoluyla yapilan etkilesimin 6zellikleri bu tiir etkilesimlerin DNA iizerinde
interkalasyon yapan molekiiller kadar bozulma yaratmadigi goriilmektedir. Bu etkilesim yolu
DNA iizerindeki belirgin bosluklart doldurarak enzimlerin bu bdlgeler baglanmasini

engellemesi esasina dayanmaktadir.

1.4 GECIS METAL KOMPLEKSLERININ DNA iLE ETKILESIM YOLLARI

DNA ile kovalent olmayan yolla bag yapan bir¢ok d® ve d® gecis elementi kompleksi 6rnegi
mevcuttur. Kare diizlem ve diizglin sekizyiizlii yapida olabilen bu yapilarin hepsinde

merkezde metal ve etrafinda DNA ile etkilesime girecek olan ligandlar bulunmaktadir.

Gecis metallerinin DNA ile etkilesimleri iizerine ilk sayilabilecek ¢alisma Sigman ve grubu
tarafindan yapilmistir (Sigman 1986). Bu calismada [Cu(phen),]” (Sekil 1.17) molekiiliiniin
DNA minér boslugu ile yaptig1 etkilesimler incelenmistir. Daha sonra Howe-Grant ve
arkadaslar1 kare diizlem yapiya sahip [Pt(terpy)(SCH,CH,OH)]" (Sekil 17) molekiilii iizerinde
calismis ve metal igceren interkalatorler olarak anilan molekiil grubuna Onciiliikk eden bir

calisma ortaya koymuslardir (Bond et al. 1975).
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Sekil 1.17. [Cu(phen),]" ve [Pt(terpy)(SCH,CH,OH)]* kompleksleri

Gegis metalleri birgok bolgeden DNA’ya baglanabilmektedir. Genellikle direkt olarak
niikleotitte bulunan baza baglanirken indirekt olarak fosfat gruplarina baglanir. Gegis
metallerinin bircogu DNA iizerinde bulunan piirin bazinin N7 atomuyla ve pirimidin bazinin
N3 atomuyla kimyasal olarak etkilesir. Bu etkilesim geg¢is metallerinin sahip oldugu pozitif
yik sayesinde gerceklesebilmektedir. 1970°1i yillarda cisplatinin DNA {izerine etkisi
anlasildiktan sonra rutenyum gibi farkli geg¢is metalleri {lizerinde c¢alismalar yapilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda platin gibi diger gecis metallerinin de DNA yapisinda degisikliklere yol
actiklar1 anlagilmistir (Arounaguiri et al. 2000, Chao et al. 2002, Degtyareva 2005).

Metal komplekslerinin DNA ile etkilesimlerinde kompleksin sahip oldugu ligandlarda biiyiik
onem tasimaktadir. Ligandin sahip oldugu geometri kompleksin hangi tiir baglanma
yapabilecegi konusunda bilgiler verir. Ligandin sahip oldugu diizlemsellik DNA baz ciftleri
arasina girebilmesine olanak saglar ve ligand tiizerinde bulunan elektronegatif atomlar

sayesinde DNA’ya kovalent veya kovalent olmayan yollarla baglanabilir.

1,10-fenantrolin temelli ligandlar bir¢ok arastirmaci tarafindan ilgi konusu olmustur (Chao et
al. 2004, Cusumano et al. 2006, Jiang and Chen 2010). Kompleks olustururken metale iki azot
tizerinden baglanabilmesi diizlemselligi arttirmaktadir. Matteo Cusumano ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢aligmada (Cusumano et al. 2006) 1,10-fenantrolin tiirevi 4 farkli liganda sahip
platin kompleksleri {izerinde ¢alismiglardir (Sekil 1.18).
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Sekil 1.18. Sirasiyla 1,10-fenantrolin, pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolin, dipirido[3,2-a:2',3'-
c]fenazin ve benzoli]dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazin yapilari

Yapilan ¢alismada komplekslerin DNA ile etkilesimlerinin incelenmesinde etkin teknikler
olan UV titrasyonu, dairesel dikroizm spektroskopisi, DNA erime noktasi tayini ve
vizkozimetri yontemleri kullanilmistir. Alinan sonuglar incelendiginde biitiin komplekslerin
DNA’ya interkalasyon yaptiklari anlagilmistir. Bu ¢calismadan da anlasilacagi gibi fenantrolin
temelli ligandlarin DNA’ya interkalasyon yapma olasiliklar1 sahip olduklar1 diizlemsellik

sayesinde artmaktadir.

1.5 PLATIN KIMYASININ DNA’YA UYGULANMASI

1.5.1 Cisplatin ve Cisplatin Tiirevleri

Platinin biyolojik aktivite mekanizmasimin belirlenebilmesi i¢in yillardir bir¢cok calisma
yapilmistir (McGhee and von Hippel 1974). Bu calismanin ilgi odag: cisplatinin DNA’ya
baglanmasinin DNA temelli hiicresel fonksiyonlar1 {izerine etkisi olmustur. Genel olarak
kabul gdren mekanizmaya gore cisplatin piirin bazinin N7 atomuna kovalent olarak

baglanmaktadir (Hathway and Kolar 1980).

Cisplatinin DNA’ya baglanmasi DNA yapisini1 bozar (Jamieson and Lippard 1999). DNA’ya
yaptig1 bag zinciri gevsetir ve doygun derisimlerde DNA zincirinin boyunu %50’ye kadar
kisaltir (Howe-Grant and Lippard 1979). Guaninin N1 atomuna yapilan bag amino grubunun

yaptig1 hidrojen baglarindan birinin kaybedilmesine sebep olarak bazlar arasindaki etkilesim
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bozulur (Kozelka et al. 1985). Bunun yani sira platinin amin grubu ile guanin bazinin fosfat

grubu arasinda hidrojen bagi kurulur (Sekil 1.19).

Sekil 1.19. Cisplatin-guanin H-bag:

Cisplatinin DNA’ya baglanabilmesi ve yapisini bozmast DNA’nin fonksiyonlarini yerine
getirmesini engelleyebilir. Birgok DNA pargasi ve enzimlerle yapilan ¢alismalarda DNA
sentezinin ve RNA transkripsiyonunun bloke oldugu goriilmiistiir (Ciccarelli et al. 1985,

Corda et al. 1992, Corda et al. 1993, 1991).

Ne yazik ki cisplatinin bir¢ok timor hiicresi iizerinde uygulanmasinda engeller vardir. Bircok
kanserli hiicrenin cisplatine dogal olarak bagisikligi varken digerleride tedavi sirasinda
bagisiklik kazanabilmektedir. Cisplatinin ¢oziiniirliigliniin diisiik olmasi ve yiiksek toksik
etkisi nedeniyle yeni platin kokenli kanser ajanlarmin gelistirilmesi g¢aligmalarina hiz

kazandirmistir.

1.5.2 Pt(II) interkalasyon Kompleksleri

Son yirmi yilda DNA ile farkli bir yolla etkilesen yeni platin kompleksleri gelistirilmistir
(Cusumano et al. 2006, Cusumano et al. 2005). Bu kompleksler cisplatinde bulunan klorlar
yerine aromatik azot temelli ligandlar igerirler. Bu 6zellik bu DNA proplarina ¢ok farklh
ozellikler kazandirir. Cift sarmal DNA katyonik kompleksler ile anyonik niikleofiller
arasindaki reaksiyonlar1 engeller (Cusumano et al. 2007). Diizlemsel ligandlar ile DNA baz

ciftleri arasinda geri dontistimlii bir bag olusur.

Cogu etkili interkalator platin komplekslerinde selat olarak 2,2'-bipiridin ve benzeri yapilar

kullanilir (Cusumano et al. 2005, Liu et al. 2010). [Pt(bpy)(en)](CIO4) (Sekil 1.20) gibi
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aromatik olmayan ligandlar kullanildiginda DNA afinitesi etilendiamin kullanilarak

saglanmistir (Liu et al. 1995). Caligma sonucunda ligandin interkalasyon yaptig1 anlasilmistir.

Sekil 1.20. [Pt(bpy)(en)](ClO4) kompleksinin yapisi.

Paladyum kompleksleriyle yapilan benzer ¢alismalarda baglanma sabiti degerleri degisen
miktarlardaki aromatik halka iceren ligandlar sayesinde daha yiiksek degerler almiglardir (Liu
et al. 1995). Bipiridin halkasinda metil siibstitiient bulunmas1 baglanma giiciinii arttirmistir.
Bu durum igin ilk 6rnek [Pt(5,5'-Me2bpy)(4-ampyh),](CFsSOs), (Sekil 1.21) ile verilmistir
(Cusumano and Giannetto 1997). Bu kompleksin de DNA’ya interkalasyonla baglandigi
tespit edilmistir.

Sekil 1.21. [Pt(5,5'-Me2bpy)(4-ampyh),](CF3SO3), kompleksinin yapisi

Calisilan diger bazi kompleksler baglanma giiclinliin artmasini saglayacak daha once
bahsedilen biitiin gereklilikleri yerine getirmistir (Sekil 44) (Cusumano et al. 1998). Ornegin
[Pt(bpy)(py)2](PFs). (Sekil 1.22) kompleksi DNA ile 16,2x10* M™ gibi bir baglanma sabiti
degeri vermektedir. Para pozisyondaki hidrojenlerin siibstitiiye olmas1 ile baglanma sabiti
degerlerinde degisiklikler goriilmiistiir. R grubu olarak CNPy, PhPy, py, MePy, ve NH Py

kullanilmast baglanma sabiti degerini 1,5x10%ten 116,7x10* degerlerine tagimaktadir. 4.4' -
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difenil-2.2"-bipiridine (Sekil 1.22) kullanilmasi baglanma sabitini 4x10° dan 140x10°

degerlerine tagimaktadir.

Sekil 1.22. [Pt(bpy)(4-Rpy).](PFs). ve [Pt(4.4'-Ph,bpy)(4-Rpy).] (PFs), komplekslerinin yapist

Yapilan bu gibi calismalar platin komplekslerinde ligandlardan birinin bipiridin olarak
kullanilmas1 yapiya kararlilik kazandirirken diger ligandin degistirilmesi kompleksin DNA

afinitesi lizerine 6nemli etkiler gostermektedir.
1.6 1,10-FENANTROLIN TUREVLERI

Fenantrolin; Sekil 1.23’de I, II ve III ile gosterilen heterosiklik halka sistemlerini belirtmek
i¢cin kullanilan isimdir. Bu heterosiklik halkalar, fenantren (IV) halka sistemindeki bir ¢ift —
CH= grubunun yerine -N= gruplarinin ge¢mesi ile olusur. Bu halka sistemleri 4,5-
diazafenantren(l), 1,5-diazafenantren(ll) ve 1,8-diazafenantren(lll) olarak ifade edilir. I, 1l ve
III ile gosterilen heterosiklik halkalar sirasiyla o-, m- ve p-fenilendiaminden elde edildiginden
bu yapilar genellikle o-fenantrolin, m-fenantrolin ve p-fenantrolin olarak adlandirilirlar. Genel
olarak “Fenantrolin” adi1 yukarida belirtilen ti¢ yapinin digindaki diger diazafenantrenleri de

icermelidir.

I Il Il v

Sekil 1.23. Genel fenantrolin yapilari.

20



Joseph Bolger ve arkadaslart (Bolger et al. 1996) Tetrapirido [3, 2 — a: 2",3"- ¢: 3", 2"~ h: 2"",
3'"-j]fenazin (tpphz), (Sekil 1.24) ligandin1 sentezlemis, bu ligandin Ru(ll) ve Os(Il)
komplekslerinin indirgen 6zellik tasidiklarini tespit etmislerdir. Ayni komplekslerin DNA’da
elektron ve proton transferi yaptigi, ligandlardaki azotlarin proton transferinde etkili oldugu

belirtilmistir.

Sekil 1.24. Tpphz ligandinin molekiil yapisi

Xue-Wen Liu ve arkadaslart (Liu et al. 2005) [Ru(phen),(6-OH-dppz)]** ve [Ru(phen),(6-
NO,-dppz)]*? komplekslerini (Sekil 25) elde etmislerdir. Aym bilesiklerin gesitli yontemler
kullanarak DNA etkilesimini incelemislerdir. Aromatik halkaya bagli fonksiyonel grubunun
halkaya kazandirdigi pozitif veya negatif yiilkin DNA affinitesi iizerine etkisini

gostermislerdir.

Sekil 1.25. [Ru(phen).(6-OH-dppz)]** ve [Ru(phen)z(G-NOZ-dppz)]+2 komplekslerinin yapisi

1,10-fenantrolin-5,6-dion (Sekil 1.26), organik ve biyokimyada ilging gorsel ve elektriksel
ozellikler gosteren maddelerin sentezinde kullanilan ¢ok yonlii bir maddedir (Stratton and
Busch 1958). 1,10-fenantrolin-5,6-dion iki islevselligi sayesinde ¢ok o6zel bir reaktivite
gosterir. Kinonoit fonksiyonu sayesinde redoks aktiftir ve di-iminik azot atomlarinin

sayesinde bir Lewis baz1 olarak davranir (Calderazzo et al. 2002).
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di-iminik fonksiyon Kinonoit fonksiyon

: : v e
Lewis bazi Redoks 6zellik.

Sekil 1.26. 1,10-fenantrolin-5,6-dion bilesiginin yapist.

1,10-fenantrolin-5,6-dion’da kinon pargas1 semikinona (bir radikal tiir) ve iki monoelektronik
adimda katekolat tiiriine indirgenen redoks aktif bir tiirdiir (Sekil 1.27) (Galet et al. 2005).

Sekil 1.27. 1,10-fenantrolin-5,6-dion bilesiginin redoks aktif 6zelligi

imidazo[4,5-f]-1,10-fenantrolin ligantlarma déniistiiriillmesi ve modifiye edilmesi kolaydir.
Bu yiizden de yeni metal komplekslerinin sentezi biiylik ilgi toplamistir. Bu tiir ligantlar
diizlemseldir ve bunlarin biiyiikk aromatik diizlemsel sistemlerinden DNA interkalasyon
maddesi olarak olduk¢a ¢ok yararlamlmistir. Ozellikle di-imin ligandh platin kompleksleri
gorsel maddeler, DNA’ya interkalasyon ajanlar1 ve giines pili renkli maddeleri olarak genis

capta kullanilmaktadir (Lei et al. 1996).

1.7 INTERKALATOR OLARAK FENILIMIDAZOI[4,5-F][1,10]FENANTROLIN
TUREVLERI

1,10-fenantrolin temelli imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin (Sekil 1.28) tiirevleri DNA ile
yaptiklan etkilesim sayesinde yogun ilgi gérmiislerdir. Yapida bulunan imidazol halkasinda
bulunan azotlar yapinin DNA baz c¢iftlerinde bulunan = sistemi ile daha yogun etkilesmesini

saglamiglardir.
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Sekil 1.28. imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin yapisi

R grubunda yapilan degisiklikler ligandin DNA baglanma sabiti degerlerinde ¢ok Onemli
degisikliklere neden olmaktadir. Imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandmin rutenyum ile
yapilan kompleksinin DNA etkilesimi iizerine yapilan ¢alismada kompleksin 3,0 x 10° gibi
bir baglanma sabiti degeri ile DNA baz c¢ifleri arasina interkalasyon yaptigr gosterilmistir.

(Uma Maheswari and Palaniandavar 2004).

R grubu olarak fenil halkasi kullanildiginda elde edilen 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin
ligand1 (Sekil 1.29) baglanma sabiti degerini 4,3 x 10>’e taginmustir. Burada gerceklesen artig
fenil grubunun yapinin 7 sisteminin genisletmesinden kaynaklanmaktadir. Boylece yapt daha
genis bir msistemine sahip olarak DNA baz ciftleri ile = elektronlart {izerinden

etkilesebilmektedir.

Sekil 1.29. 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin, ve 2-(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-
f][1,10]fenantrolin yapis1

Yapiya baglanan fenil halkasinin orto pozisyonunda OH grubu bulunmasi ile olusan 2-(2-
hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin (Sekil 29) ligand1 baglanma sabiti degerini 9,7 x
10° gibi daha yiiksek degerlere ¢ikarmustir. Bu artis OH grubu ile imidazol halkasindaki azot
arasinda gergeklesen hidrojen bagmin yapimin diizlemselligini arttirmasi ile gergeklesmistir.
Yapmin diizlemselliginin artmast DNA baz giftleri arasinda bulunan bosluga daha rahat

girmesini saglamistir.
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Wang ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin
ligandinin fenil grubunun para pozisyonuna metilsiilfonil grubu bulundugu durumdaki 2-(4-
(metilstlfonil)fenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ~ (Sekil ~1.30) DNA etkilesimleri
calisilmistir (Gao et al. 2011).

Sekil 1.30. 2-(4-metilstilfonilfenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin yapisi

Yapilan ¢aligmalarda 2-(4-(metilsiilfonil)fenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandi igin
baglanma sabiti degeri 4,0 x 10° M™ olarak hesaplanmustir. Bu deger daha dnce metilsiilfonil
grubu yerine sadece H bulundugu durumda yapilan calismada bulunan degere ¢ok yakin
ancak daha disiiktiir. Buradan fenil halkasina bagli siifonil grubunun baglanma sabitine
katkida bulunmadigi goriilmektedir. Bu durum siilfonil grubunun halkadan elektron

¢cekememesinden yani negatif indiiktif etkisinin diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir.

Ligandta bulunan aromatik halkalara bagl gruplarin indiiktif etkisi ligandin DNA affinitesi
tizerinde onemli farklar yaratmaktadir. Liu ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada 2-
fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandinin fenil grubunun para fonksiyonel grubuna farkli

indiiktif etkilere sahip gruplar takilarak (Sekil 1.31) DNA baglanmasi iizerine etkisi
arastirilmistir (Liu et al. 2008).

N

Sekil 1.31. Farkli yan R gruplarina sahip 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin
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Nitro grubu elektron ¢ekme giicli yani negatif indiiktif etkisi en biiyiilk gruptur. Bu grubu
sirasiyla -OH ve -OMe grubu takip eder. Yapilan ¢alismada bu {i¢ grubun tipki indiktif
siralamasinda oldugu gibi DNA baglanma kuvveti de ayn1 siralamay1 gostermektedir. Nitro
yan grubuna sahip kompleksin baglanma sabiti 1,56 x 10° degerini alirken fenol ve metoksi
gruplarmin baglanma sabitleri sirastyla 0,2 x 10° ve 0,69 x 10° olarak bulunmustur. Nitro
grubu halkadan daha fazla elektron ¢ekerek halkay: aktif hale getirmektedir. Ayni sekilde —
OH, -OMe, -NO; ligandlarina ek olarak -NMe;,ve —Cl gruplarmin ligandin baglanma sabitine
etkisi calisilmis ve sonuglar beklendigi gibi ¢ikmustir (Wu and Ji 1999). CI grubu halkadan
elektron ¢ekme egilimi —OH grubundan fazla oldugu halde —OH grubu gibi molekiil igi
hidrojen bagiyla molekiiliin diizlemselligini ve aromatik halkanin genisligini arttiramadigi

icin DNA afinitesi daha diisiik bulunmustur.

Fenil halkasina bagli fonksiyonel grubun hangi pozisyonda bulundugu molekiiliin DNA ile
hangi kuvvette etkilesecegine etki etmektedir. Yapilan bir ¢alismada —NH, fonksiyonel
grubunun meta ve para pozisyonlarda bulundugu iki farkli molekiil (Sekil 1.32) sentezlenmis

ve DNA etkilesimleri ¢alisilmistir (Huang et al. 2010).

Sekil 1.32. Meta ve para pozisyonda amin grubu igeren 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin
tiirevleri

Yapilan UV titrasyon c¢aligmast sonucunda para pozisyonda amin bulunduran ligandin
baglanma sabiti 3,46 x 10° M™ bulunurken meta pozisyondaki amin baglanma sabiti degerini
1,2 x 10° M™e diisiirmektedir. Bir fenil halkasma para pozisyonda bagli olan substitiientin
indiiktif etkisi halkanin aktivitesi {izerine Onemli etki edebilmektedir. Genel sentez
reaksiyonlarinda aromatik halkaya para pozisyonda bagli amin gibi negatif indiiktif etkiye
sahip gruplar meta pozisyona gore halkadan daha fazla elektron ¢ekerek aktivitesini
diisiirtirler. DNA c¢alismalarinda ise halkanin sahip oldugu pozitif yiik molekiilin DNA
etkilesimini arttirmaktadir. Ciinkii DNA sarmalinin i¢ yiizeyi hidrofobik 6zellik gdsterir.

Molekiil ne kadar pozitif ylikliiyse DNA sarmalinin igiyle etkilesimi o kadar yiiksek olacaktir.
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Buna gore para konumda amin grubu iceren kompleksin baglanma sabiti degeri meta

pozisyonda amin i¢eren komplekse kiyasla daha yiiksek ¢ikmaktadir.

2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandinin para pozisyonuna daha fazla aromatik halka
eklemek ligandin DNA baglanma degerlerinde onemli degisiklikler saglayabilmektedir. 2-
fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin yapisinin son fenil halkasinin para pozisyonunda
benziloksi grubunun bulunmasiyla madde 2-(4-benziloksifenil)imidazo[4,5-
f][1,10]fenantrolin (Sekil 1.33) olarak adlandirilir (Tan et al. 2007).

Sekil 1.33. 2-(4-benziloksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin yapis1

Benziloksi grubu varligi molekiilii fazla uzatmistir ve ilk bakista molekiiliin diizlemselligi
hakkinda kuskular uyandirmaktadir. Baglanma sabiti degerleri incelendiginde bu durum
dogrulanmaktadir. Ligandin rutenyum kompleksi i¢in baglanma sabiti 0,3 x 10> M olarak
belirlenmistir. Bu deger 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandinin baglanma sabiti
degerinden 100 kat daha kii¢liktiir. Bunun sebebi benziloksi grubunun ligand kokiiyle aym
diizlemde bulunmamast sonucu ligandin diizlemselliginin bozulmasidir. Diizlemsellik

bozulunca ligand DNA baz ¢iftleri arasindaki bosluga yerlesememistir.

Ayn1 para pozisyonunda karbazol bulunmasiyla elde edilen 2-(4-(9H-karbazol-9-
Ifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin (Sekil 1.34) ligand: ile yapilan ¢alismada (L et al.
2006) kompleksin baglanma sabiti degeri 8,2 x 10° M™ olarak bulunmustur. Baglanma sabiti
degeri, karbazol grubunun ligandin diizlemselligini bozmadan sagladigi = elektron sistemi
genislemesi sayesinde 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandindan daha yiiksek

bulunmustur.
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Sekil 1.34. 2-(4-(9H-karbazol-9-il)fenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin yapis1

Imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin yapisina fenil grubu yerine pirazin grubu bulundugunda azot
grubunda bulunan eslenmemis elektronlar baglanmaya pozitif etki saglamaktadir. Eslesmemis
elektronlar = istiflenmesinin kuvvetini arttirmaktadir. Yapilan ¢alisma sonucu 2-(pirazin-2-il)-
imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin (Sekil 1.35) ligandinin baglanma sabiti 9,1 x 10° M™
bulunmustur (Liu et al. 2011).

Sekil 1.35. 2-(pirazin-2-il)- imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin yapis1

2-(5-nitrofuran-2-il)-imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin  (Sekil 1.36) nitrofuran halkasinda
barmdirdig1 nitro grubunun negatif indiiktiif etkisi sayesinde aromatik fenil halkasindan daha
kuvvetli bir sekilde DNA’ya baglanmaktadir. Yapilan hesaplamalarla 2-(5-nitrofuran-2-il)-
imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin i¢in baglanma sabiti degeri 9,1 x 10> M™ olarak bulunmustur
(Sun et al. 2010).

Sekil 1.36. 2-(5-R-furan-2-il)- imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin yapisi
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Furan halkasinda nitro grubu bulunmadiginda molekiiliin baglanma kuvvetinin beklendigi
gibi diismesi Pedras ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir (Pedras, 2012). Nitro grubu
varken bulunan 9,1 x 10° M degeri nitro grubu bulunmadiginda 3,0 x 10° M™’e diismektedir.
Negatif indiiktif etkisi hidrojene ¢ok yakin bir grup olan fenil halkasi kullanildiginda ise fenil
halkasmin molekiiliin diizlemselligini bozmasindan dolayr bu deger 1,6 x 10° M™Ve

dismektedir.

1.8 METAL KOMPLEKSLERININ DNA ILE ETKILESIM TURLERININ
BELIRLENMESINDE KULLANILAN TEKNIiKLER

Literatiirlere bakildiginda DNA-metal kompleksi etkilesimlerinin incelenmesinde bir¢ok
farkli yontemden faydalanildigi goriilmektedir. Bunlarin baslica kullanilanlar1 UV titrasyon
yontemi, dairesel dikroizm spektroskopisi, DNA erime noktasi tayini, vizkozimetri ve agaroz
jel elektroforez yontemleridir. Asagida bu yontemlerin temelleri ve DNA etkilesimlerinde ne

sekilde kullanildiklar1 aciklanacaktir.

1.8.1 UV Titrasyon Yontemi

UV absorbsiyon spektroskopisi DNA etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan en yaygin ve
gecerli yontemlerden birisidir (Kumar et al. 2011, Navarro et al. 2007, Sastri et al. 2003).
DNA’nin sahip oldugu m-elektron sistemleri ve metal komplekslerin ligandlarinda yer alan
elektron sistemleri birbirlerini etkileyerek kompleksin ve DNA’nin UV absorbansinda
degisikliklere yol agar. 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
kiiclik miktarlarda artiritlmasi ardindan absorbans Ol¢iimii yapmaya dayanir. Kullanilan genel
metot ila¢ miktarinin sabit tutularak {lizerine diizenli miktarlarda DNA eklenmesi yoniindedir.
Her bir eklemeden sonra 6lgiim yapilarak ilaca ait spektrumda dalga boyu ve absorbanstaki

degisimler gozlenir (Sekil 1.37).
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Sekil 1.37. a) DNA miktar1 sabit tutularak, b) kompleks miktar1 sabit tutularak yapilan
titrasyona ornek spektrumlar
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Bu spektrumlar incelenirken absorbanstaki degisimler ve absorbsiyon piklerinin goriildigi

dalga boyundaki degisimler lizerinde durulur (Sekil 1.38). Bu bilgiler etkilesim tiirii hakkinda

bilgiler verir. Maddenin DNA’ya kars1 interkalasyon etkisi varsa genellikle hipokromik etki

yani absorbansta azalma gozlenir. Ancak maddenin DNA ile etkilesimi elektrostatik veya

kismi interkalasyon bigiminde 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 azaldigimi ve

kompleksin DNA ile etkilestigini gosterir.

Hiperkromik kayma

T
|

Hipokromik

Hipsokromik kayma — ——

Absorbans

kayma

Dalgaboyu (nm)

v

—» Batokromik kayma

Sekil 1.38. UV spektrumunda kaymalar

Titrasyon sonucu elde edilen degerler sayesinde kompleksin DNA’ya hangi kuvvetle

baglandigim1  gosteren baglanma sabiti degeri hesaplanabilmektedir.

hesaplanabilmesi i¢in bir formiil gelistirilmistir (Pyle et al. 1989).

[DNA]/(ea - &) = [DNA]/(es - &) + 1/Kp(es - &)
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Formiilde €a; Ol¢iilen konsantrosyandaki soniim katsayisi, eg; DNA’ya tiim komplekslerin
baglanmas1 sonrasindaki soniim katsayis1 ve &f; serbest haldeki kompleksin soniim katsayisi
olarak agiklanabilir. Burada [DNA]/(ea - &) karst [DNA] degerleri grafige gegirilir ve
egimden Ky degeri bulunur (Sekil 1.39).

M L] F (%} o
1 I I I |
L

[DNAJ/ea-ef x10°

O T T T
0 0.5 1 1.5 2

[DNA]x10*

Sekil 1.39. Baglanma sabiti belirlenmesinde ¢izilen 6rnek grafik

Baglanma sabiti benzer ligandlara sahip metal komplekslerinin DNA’ya baglanma
kuvvetlerinin karsilastirma olanagi vermektedir. Hui Chao ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada
lic benzer liganda sahip rutenyum metal kompleksinin (Sekil 1.40) DNA etkilesimini
incelemislerdir (Chao et al. 2002).
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Sekil 1.40. Chao ve arzkadaslarl tarafindan incelenen kompleksler sirasiyla [Ru(tpy)(dppt)]*%,
[Ru(tpy)(pta)] %, [Ru(tpy)(ptp)]

Yapilan UV absorbsiyon titrasyonlari sonucu komplekslerin metal-ligand yiik transfer
bantlarinda komplekslerin DNA baz ciftleri arasina interkalasyon yaptigimi gosteren
hipokromizm goriilmiistiir (Barton et al. 1984). Aym1 zamanda diger piklerdeki hipokromizm
ve batokromizm (Sekil 1.41) komplekslerin DNA’ya interkalasyon yaptigi diislincesini

desteklemektedir.
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Sekil 1.41. a) [Ru(tpy)(dppt)]*, b) [Ru(tpy)(pta)]**, c) [Ru(tpy)(ptp)]** komplekslerinin artan
DNA derisimleriyle UV titrasyonu sonucu elde edilen absorbsiyon spektrumlari.

Bu spektrumlar tizerinden baglanmanin kuvveti hakkinda bir yorum yapabilmek icin

baglanma sabitleri hesaplanmis ve en yliksek baglanma sabiti degerine sahip olan kompleksin

33



diizlemselligi en fazla olan [Ru(tpy)(ptp)] 2 kompleksinin oldugu goriilmiistiir. Baglanma

sabiti sayesinde kompleksler karsilastirilabilmistir.

Diger bir¢ok ¢alismada kompleks ve molekiillerin DNA’ya baglanma sekilleri UV titrasyon
yontemi ile arastirilmistir. Wu ve arkadaglarinin garcigenrin (Sekil 1.43) ile yaptiklar
calismada UV absorbsiyon spektrumlarindaki degisiklikler yarik baglama (groove binding)

tiirlinii isaret etmis ve diger yontemlerle bu diisiince desteklenmistir (Wu and Yang 2010).

2.5

0.0 1 N 1 » I |
300 350 400 450 500 550

Wavelength/nm

Sekil 1.42. Garcigenrin molekiiliiniin artan DNA miktariyla absorbsiyon spektrumundaki
degisim

Garcegenrin ilaci lizerine artan miktarlarda DNA eklenmesi molekiilin UV absorbsiyon

spektrumunda (Sekil 1.42) hiperkromik etkiye sebep olmustur. Daha dnce bahsedildigi gibi

eger bir molekiill DNA’ya yariklar1 iizerinden baglaniyorsa bu etkilesim UV spektrumunda

absorbans artis1 seklinde gortliir.
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Gholamreza Dehghan ve arkadaslari ise galistiklart quercetin (Sekil 1.44) ligandina sahip bir
terbiyum kompleksinin DNA etkilesimleri incelemis ve UV spektrumunda biiyiik bir
degisiklik olmamasi etkilesimin iyonik etkilerle disaridan baglanma olduguna isaret etmistir

(Dehghan et al. 2011).

Sekil 1.43. Garcigenrin ve quercetin molekiillerinin yapist

Yun-Jun Liu (2009) ve arkadaslart sahip olduklari yapi sayesinde interkalasyon yapma
olasiliklar1 yiiksek olan iki adet kompleks sentezlemis ve komplekslerin DNA etkilesimlerini
UV titrasyon yontemi kullanarak incelemislerdir (Yu et al. 2009). 20 uM sabit kompleks
¢Ozeltisi artan miktarlarda DNA ¢ozeltisi ile titre edilmis ve her ekleme sonra UV oOlgiimii
alinmigtir. Sonuglar incelendiginde [Ru(bpy)2(ITAP)](CIO4), (bpy = 2,2"-bipiridine, ITAP =
isatino[1,2-b]-1,4,8,9-tetraazatrifenilen) (Sekil 1.45) kompleksine ait UV titrasyon grafiginde
%20,6 oraninda hipokromizm goriilmiistiir. Bu durum kompleksin DNA ile interkalasyon
yoluyla etkilestiginin kuvvetli bir gostergesidir. Yine ayni sekilde [Ru(phen),(ITAP)](CIO4),
(phen = 1,10-fenantrolin, ITAP = isatino[1,2-b]-1,4,8,9-tetraazatrifenilen) (Sekil 1.44)
kompleksi incelendiginde UV titrasyon grafiginde 9%28,5 gibi ¢ok yiliksek derecede

hipokromizm goriilmiistiir.

v

Sekil 1.44. [Ru(bpy)2(ITAP)](ClO4), ve [Ru(phen),(ITAP)](CIO,4),; komplekslerinin yapilari
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Goriildiigii gibi UV absorbsiyon spektroskopisi DNA-ilag etkilesimlerinin belirlenmesinde
cok onem tagiyan bir yontemdir. Bunun yaninda DNA erime noktas1 tayini, vizkozimetri ve
agaroz jel elektroforez gibi yontemler etkilesimin tam olarak belirlenmesinde

kullanilmaktadir.

1.8.2 Agaroz Jel Elektroforez

DNA-ila¢ etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan en onemli yontemlerden birisi de
elektroforezdir (Dehghan et al. 2011, Kashanian et al. 2010, Kumar et al. 2011). Elektroforez,
yiiklii molekiillerin bir elektriksel alan uygulandiginda, sivi iceren bir ortamda hareket
hizlarinin 6lgiildiigii kromotografik bir yontemdir. Jel elektroforezi DNA molekiillerini
degisik biytklik, yik ve esnekligine gore ayirabilmektedir. DNA tasidigi negatif yiik
sayesinde uygulanan elektrik akimi ile anoda dogru hareket eder (Sekil 1.45). Biiyiik yapili

molekiiller daha yavas siiriiklenirken daha kiiciik yapidakiler daha hizli ilerlemektedirler.

DNA molecules — - —
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Sekil 1.45. Jel elektroforez metodunda farkl biiyiikliikteki molekiillerin hareketi

Iste siiriiklenme hizlarindaki bu fark bu ydntemin DNA-Ilag¢ etkilesimlerinde etkin olarak
kullanilmasini saglamaktadir. Daha once bahsedildigi gibi DNA ile etkilesen molekiiller DNA
yapisinda birtakim degisikliklere yol agmaktadir. interkalasyon yapan bilesikler siiper sarmal
yapida bulunan DNA’nin agilarak seklinin degismesine ve boyunda uzamalara neden olurlar

(Richards and Rodger 2007). Bu degisim siiper sarmal DNA’nin elektroforetik
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davraniglarinda farkliliklar olusturur ve bu farkliliklar sayesinde baglanmanin dogasi

hakkinda yorum yapilabilir.

Jel elektroforez ¢alismalarinda kullanilan DNA tiirii gogunlukla plazmid DNA’lardir. Plazmid
DNA bakterilerin ¢ogunda bulunan genomik DNA’dan farkli kendi kendini esleyebilen
halkasal bir DNA ¢esididir (Sekil 1.46).

Sekil 1.46. Plazmid DNA

Plazmid DNA bes farkli konformasyonda olabilir, bunlar elektroforezle farkli hizlarda
ayrisirlar. Bu konformasyonlar elektroforez hiz sirasina gore, en yavastan en hizliya asagida

listelenmistir (Sekil 1.47).
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Acilmis sarmal plazmid

Lineer form plazmid

Kovalent bagh
plazmid

SOper sarmal plazmid

Tek zincirli plazmid

Sekil 1.47. Plazmid DNA formlarina gére go¢ hizlari

Lineer DNA'nin ya hiicre i¢inde de boyle oldugu i¢in veya dairesel plazmidin iki zinciri de
kesilmis oldugu icin iki ucu da aciktir. Bu konformasyon elektroforezde en yavas siiriiklenen
plasmiddir (sekil 1.47).A¢i1lmis sarmal DNA'nin iki zinciri saglamdir ama enzimler tarafindan
gevsetilmis, yani asir1 sargisi giderilmistir (Sekil 1.48). Siiper sarmal denatiire (Kovalent bagl
plazmid) DNA, iki sarmali da kesilmemis ama bazi1 kisimlar1 eslenmemis oldugu igin biraz
daha az sikidir. Siiper sarmal DNA (veya kovalent kapali dairesel DNA) her iki zinciri de
kesik olmayan, ve kendi etrafinda sarili olmak sonucunda siki bir yapiya sahip olan DNA'dir.

Elektroforezde en uzaga stiriikklenen konformasyondur.

Sekil 1.48. Acik sarmal-siiper sarmal plazmid DNA gecisi
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Calismalarda sik¢a kullanilan pUCI19 plazmid DNA (Sekil 1.49) Messing ve arkadaslarinin
Kaliforniya Universitesi’nde kesfettikleri bir seri plazmid DNA’dan bir tanesidir (Vieira and

Messing 1982). 2686 baz ciftine sahip pUC19 DNA dairesel yapida ¢ift zincirli halde

bulunmaktadir.

HindIll
Sphl
Psd
Sall

pUCLO pics: Xl
o BawHl
2.686 kb Sl

Kpnl
Sael
EcoRI

Aadl
Sspl

Sekil 1.49. pUC19 plazmid DNA

Jihan Talib ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada dort farkli nikel kompleksinin (Sekil 1.50)
DNA baglanmalarin farkli yontemler kullanarak incelemislerdir (Talib et al. 2009).
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Sekil 1.50. Sirastyla [Ni(phen)a(dppz)]™ , [Ni(phen)a(dpqgc)]™ [Ni(phen)a(dpg)]™, ve
[Ni(phen)s] * komplekslerinin yapist

Caligmada jel elektroforezi kullanilarak yapilan yorumlar diger yontemleri desteklemektedir.
Komplekslere bakildiginda [Ni(phen)a(dppz)]** (Sekil 51a) kompleksinin sahip oldugu ligand
cok iyi interkalasyon yaptigi birgok c¢alismada gosterilmis bir liganttir. Elde edilen
elektroforez diyagramlar1 (Sekil 1.51) incelendiginde Sekil 51b, ¢, d’de yer alan nikel
komplekslerine ait sonuglar dppz ligandinin diger komplekslerden c¢ok daha diisiik
derisimlerde iken bile DNA siiper sarmal yapisini agarak DNA’nin go¢ hareketlerinde
farkliliklar yarattigin1 géstermektedir. Elektroforogramlarda goriildiigii gibi eklenen kompleks

miktari arttik¢a sarmal yapida olan DNA’ya ait goriintii azalarak yeni bir nokta olugsmaktadir.
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Sekil 1.51. a) [Ni(phen),(dppz)]™® , b) [Ni(phen),(dpgc)]® c) [Ni(phen)(dpq)]™, d)
[Ni(phen)s] ™ kompleksleri igin elektroforez sonuglari.

Sekil 51.b. dpqc ligandina ait sonuglari gostermektedir. Bu ligand dppz ligandinin fenil
grubunun aromatikligine sahip olmadig1 i¢in DNA’y1 dppz kadar etkili bozamamaktadir. Bu
yiizden dppz’ye gore daha yliksek derisimlerde DNA’y1 etkileyebilmektedir. Dpq ligandi igin
(Sekil 51.c) bu etkilesim daha da azalmaktadir. Phen ligandi ise neredeyse DNA’y1 hi¢
bozmamaktadir (Sekil 51.d). Bu azalma interkalasyon yapacak olan ligandin boyunun

kisalarak etkilesim alaninin azalmasindan kaynaklanmaktadir.
1.8.3 Floresans Spektroskopisi

Floresans spektroskopisi DNA-ilag etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli
yontemlerden biridir. Bircok molekiil ve metal kompleksi az da olsa floresans ozellik
gostermektedir. Ancak bu Ozellik her zaman gozlenebilir belirginlikte olmayabilir. DNA
sarmalinin i¢inde bulunan hidrofobik yapi molekiillerin floresans 6zelliklerinde biiyiik

degisikliklere yol agmaktadirlar.

Pratik olarak floresans ¢alismalart UV titrasyon c¢alismalart ile biyiilk benzerlik
gostermektedirler. Ancak elde edilen veriler bazen UV titrasyon yonteminden daha kesin
sonuclar verebilmektedir.  Caligmada belli derisimdeki metal kompleksinin floresans
spektrumu alinir ve iizerine artan miktarlarda DNA eklenerek her seferinde yeni spektrum

alinir ve degisimler incelenir.

41



Ozellikle metal kompleksleri su molekiilleri tarafindan sarildiklarinda hidrofilik ortam
sebebiyle floresans o6zellik gosteremezler. Ancak DNA ile interkalasyon yoluyla
etkilestiklerinde floresans ozellikleri yiikselmektedir. Bunun sebebi DNA sarmalinin sahip
oldugu aminli bazlarin DNA sarmalinin i¢ yiizeyine hidrofobik o6zellik kazandirmasidir.
Hidrofobik i¢ yiizey sayesinde su molekiilleri sarmalin diginda kalir. Boylece komplekse su
molekiilleri giremez ve relaksasyonda kompleks molekiilleri su molekiilleri ile

etkilesmediginden floresans 6zellik gosterebilir (Kumar, 2011, Wu and Ji 1999).

Bu konuda yapilan birgok ¢alismada floresanstaki degisim gosterilmistir (Shahabadi et al.
2011, Sun et al. 2011a, Sun et al. 2011b). Shi ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada bir
rutenyum kompleksinin DNA etkilesimi ¢esitli yollarla incelenmis ve etkilesimin
interkalasyon yoluyla gerceklestigi belirlenmistir (Shi et al. 2008). Calismalarinda floresans
spektroskopisi de kullanilmig ve kompleksin (Sekil 1.52.) floresansinin artan DNA miktariyla
arttigr gorilmiistiir (Sekil 1.53). Bu duruma neden olarak kompleksin DNA baz cifti arasina

interkalasyon yaparak ¢oziicii etkisinden kurtuldugu gosterilmistir.

Sekil 1.52. [Ru(tbz)2(dppz)]** kompleksinin molekiil yapist.
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Sekil 1.53. [Ru(tbz)2(dppz)]** kompleksinin degisen DNA miktariyla titrasyonu sonucu elde
edilen emisyon spektrumu.

Floresans spektrumu ile DNA etkilesim tiiriiniin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilan diger
bir yontem de etidyumbromiir (EtBr) (Sekil 1.54) kullanarak yapilan yarigmali baglanma
yontemidir. EtBr DNA ile interkalasyon yaptigi kesin olarak bilinen bir molekiildiir.
Yontemin temeli incelenecek kompleksin DNA ile interkalasyon yapmis EtBr molekiillerini
DNA baz ciftleri arasinda c¢ikararak yerine kompleksin gecmesine dayanmaktadir. Bu yer

degistirme EtBr-DNA kompleksinin floresans spektrumu izlenerek belirlenebilmektedir.

Sekil 1.54. EtBr molekiil yapisi.
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2010 yilinda yapilan g¢alismada Sun ve arkadaslart 2-(5-nitrofuran-2-il)-1H-imidazo[4,5-
f][1,10]fenantrolin ligandina sahip rutenyum kompleksinin (Sekil 1.55) interkalasyon yaptigi
cesitli yollarla gosterilmistir. EtBr-DNA kompleksinin floresans spektrumu alinmistir. Daha
sonra lizerine artan miktarlarda rutenyum kompleksi eklenmis ve her eklemede EtBr-DNA
kompleksine ait liminesansin artan Ru kompleksi miktariyla azaldigir gortilmustiir (Sekil
1.56). Bu durum kompleks derisimi yeterli diizeye ulastiginda EtBr’iit DNA baz ¢ifti arasindan
cikararak EtBr-DNA kompleksine ait liiminesans pikinin yogunlugunun azalmasina neden

oldugu olarak yorumlanmustir.

Sekil 1.55. [Ru(bpy)2(nfip)]** kompleksinin molekiil yapisi

700

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -

100

T T
650 700 750

Sekil 1.56. EtBr-DNA karisiminin degisen [Ru(bpy)z(nﬁp)]2+ miktartyla titrasyonu sonucu
elde edilen emisyon spektrumu.
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Elde edilen sonuglar klasik Stern-Volmer esitligi (esitlik 1.2) (Eftink and Ghiron 1981) ile

degerlendirilerek komplekslerin DNA ile etkilesim giicii analitik olarak incelenebilmektedir.

1/1o=1+KI[Q] (1.2)

Esitlikte I Olglim yapilan dalga boyundaki floresans yogunlugunu, Iy ortama kompleks
eklenmeden Onceki floresans yogunlugunu, [Q] baskilayici molekiil derisimini, K ise
baglanma derecesini vermektedir. I/Iy degerlerine kars1 [Q] degerleri grafige gecirildiginde

elde edilen dogrunun egiminden K bulunur.

1.8.4 Vizkozimetri

Hidrodinamik o6l¢iimler kristal yapr hakkinda herhangi bir veri olmadiginda molekiiler
baglanmanin belirlenmesinde kullanilan en kritik testtir. Kiiglik molekiiller DNA ile
etkilestiklerinde zincirin boyunu degistirdigi i¢in vizkozimetrik dl¢iimler komplekslerin DNA
etkilesim tiiriiniin belirlenebilmesi i¢in etkili bir yontem olarak kullanilabilmektedir.
Vizkozimetri ¢cok pahali ekipmanlara ihtiya¢c duyulmadan hassas bir sekilde etkilesim tiiriiniin
belirlenmesini saglar. Sekil 1.57 ¢ok iyi bir interkalatdr olan EtBr i¢in 6rnek vizkozimetri

calismasini gostermektedir.

1.15 Y T r——— 77T 1
-

110+ :
2 105+ .
~9
E E
£

1.00+ 1

0.85 +—4—+——+———+—+—+———

000 002 004 008 008 010

[kompleks]/[DNA]

Sekil 1.57. EtBr i¢in 6rnek vizkozimetrik titrasyon grafigi.
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Burada 1o, DNA’nin baglangi¢ vizkozitesi, 1 DNA’ya bir porsiyon EtBr eklendikten sonra

oOl¢iilen vizkoziteyi gostermektedir. )/ n, ise bagil vizkozite degerini belirtmektedir.

Eger bir kompleks DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesiyorsa DNA baz ¢iftlerini birbirinden
uzaklagtiracak ve DNA zincirinin boyu uzayacaktir. Bu uzama sonucu DNA c¢d6zeltisinin
vizkozitesi artacaktir. Genelde Ubbelohde vizkozimetresi kullanilarak DNA ¢o6zeltisinin iki
nokta arasindaki akis siiresi olgiiliir (Sekil 1.58). DNA vizkozitesi ne kadar artarsa bu iki ¢izgi
arasindaki mesafenin tamamlanmasi daha uzun siire alacaktir. Vizkozite bu akis siiresiyle

orantilt oldugu i¢in akis siiresi vizkozite olarak kabul edilebilir.

Akis siiresi
6l¢iim aralig1 < -

Sekil 1.58. Ubbelohde vizkozimetresi

Interkalasyon gerceklestiginde vizkozitede artis goriiliirken interkalasyon gerceklesmeyen
durumlarda DNA heliksi biikiilerek etkin uzunlugu azalir ve sonucunda vizkozitesi azalir.
Yapilan bir ¢alismada kismi interkalasyon yapan bir glimiis kompleksinin DNA vizkozitesini

arttirmadig aksine azalttig1 goriilmiistlir (Shahabadi et al. 2011).
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Sekil 1.59. [Ag(2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline);](NO3;) kompleksinin DNA vizkozitesine
etkisi.

Sekil 1.59°da goriildiigii gibi artan [kompleks]/[DNA] oraniyla DNA bagil vizkozitesinde
diisiis gergeklesmistir. Eger kompleks interkalasyon yapmis olsaydi vizkozitenin artmasi
gerekirdi. Ancak calismada yapilan diger sonuglarla birlikte yorumlandiginda [Ag(2,9-
dimethyl-1,10-phenanthroline),](NO3) (Sekil 1.60) DNA ile kismi interkalasyon yaptigina
karar verilmistir. Kompleks yapis1 da baz ciftleri arasina girecek uzunlukta ligand

icermemesinden dolay1 bu yorumu desteklemektedir.

Sekil 1.60. [Ag(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin),](NOs)

1.9 FENILIMIDAZO[4,5-F][1,10]FENANTROLIN VE TUREVLERININ SENTEZI

Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ve tiirevleri bir¢cok farkli ¢aligmada yaklasik ayni yollar

izlenerek sentezlenmislerdir. Wu ve arkadaslar1 tarafindan 1997 yilinda formaldehit ve 1,10-
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fenantrolin-5,6-dion kullanilarak imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin’i sentezlenmistir (Wu et al.
1997). Formaldehitin %38’lik ¢ozeltisi ve 1,10-fenantrolin-5,6-dion katis1 buzlu asetik asitte
¢Oziilmiis ve iizerine amonyum asetat eklenerek karistm 1 saat geri sogutucu altinda

kaynatilmistir.(Sekil 1.61).

Sekil 1.61. imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandinin sentezi

Oda sicakliginda sogumaya birakilan karisim suyla seyreltilip derisik amonyak damlatilarak
ilave edilir. Bu ekleme sonucu sar1 ¢okelek elde edilir ve siiziilerek su ile yikanir. Elde edilen
kat1 madde etanol kullanilarak silika doldurulmus kolondan gegirilir. Sar1 renkli bant toplanir

ve ¢oziiciisii vakum altinda ugurularak madde elde edilir.

Aynm1  ¢alismada fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin  formaldehit yerine benzaldehit
kullanilarak sentezlenmistir (Sekil 1.62).

Sekil 1.62. 2-Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin sentezi

Bu yontem imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin tiirevlerinin sentezinde sik¢a basvurulan bir sentez
yoludur. Tez calismalar1 sirasinda ligandlarin sentezinde aynmi yontem bazi degisikliklerle

uygulandi.
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Literatiirde yer alan diger bir yontemin farki ise ¢0ziicli olarak asetik asit yerine etanol
kullanilmasidir (Gao et al. 2011). Bu sayede asetik asidin nétrallestirilme islemine gerek
kalmamaktadir. Ancak ¢6ziicli olarak etanol kullanilmasi reaksiyon siiresinin 1 saatten 8 saate

¢ikmasina neden olmaktadir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

2.1 MATERYALLER
2.1.1 Coziicii ve kimyasallar

Biitiin kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik derecede ve saflastirma yapilmadan kullanilmistir.
Reaksiyonlarda ve etkilesimlerde kullanilacak biitiin sulu ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Milli-Q
su saflastirma {initesi kullanilmistir. DNA etkilesim ¢aligmalar1 pH’1 sabit tutabilmek i¢in pH

= 7,5 olan 50mM amonyum asetat tampon kullanilmastir.

Bu calismada kullanilan; 1,10-fenantrolin (%99), potasyum tetraklorplatinat(ll) (%99,9),
benzaldehit, salisilaldehit, potasyum bromiir, amonyum asetat, siilfiirik asit (%98), buzlu
asetik asit, nitrik asit (%65), amonyak (%25) ve eter Aldrich firmasindan, giimiis nitrat
Engelhard, etanol, kloroform, diklorometan, metanol, sodyum hidroksit, diklormetan, Merck

firmasindan temin edilmistir.

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 ¢oOzeltide) 24 saat birakilip ¢oziilerek 3 mM stok ¢ozeltisi her defasinda taze olarak
hazirlanmistir.  CT-DNA  konsantrasyonu Beer-Lambert yasasi esitlik 3 kullanilarak
spektrofotometre ile 260 nm’de absorpsiyon okumasiyla = 6600 Mecm™ degerleri
kullanilarak hesaplanmistir. CT-DNA ultrasonik banyoda birakilmigtir. Stok ¢6zelti 1 giinden

fazla buzdolabinda saklanmamustir. Biitiin titrasyon islemlerinde bu stok ¢6zelti kullanilmistir.

A=eCl (2.1)
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Fermentas firmasindan alinan E. coli RRI bakterisine sentezletilmis ve izole edilmis pUC19
Plasmit DNA (50 pg/mL ¢ozeltide FE-SD0061) Thermo EC-330 agaroz jel elektroforeziyle
striiklenme yavaglatmasi deneyinde kullanilmistir. Metal kompleksleriyle etkilesimler
calisihirken mg/mL Konsantrasyon M baz cinsinden hesaplanmig [formiil 2] ve metal
komplekslerinin konsantrasyonlar1 ve [DNA]/[M] = R oranlar1 bu konsantrasyonla

hesaplanmustir.

Ma(pUC19) = 1750000 Da

10 pl 50 pg/ml pUC19 = 0,5 pg pUC19 /1750000 = 2,86 x 10™ mol pUC19
Baz ¢ifti olarak;

2686 x 2 = 5372 niikleotit

2,86 x 10™ mol pUC19 x 5372 = 1,536 x 10" mol pUC19 (baz cifti)

Pozitif control i¢in Fermentas firmasindan aliman kesme enzimi Hind Il (FE-ER0501)
kullanilmistir. Elektroforez i¢cin 10xTBE tampon ¢ozeltisi 10 kere seyreltilerek kullanilmistir.
Agaroz jel %!1’lik agarozun kaynatilarak ¢Oziinmesiyle olusan ¢Ozeltinin yavasga
sogutulmasiyla elde edilmistir. Jel {izerinde yiiriime mesafesinin goriilebilmesi i¢in tiim
karigimlara boya ¢ozeltisi eklenmistir. Boya ¢ozeltisi bromofenol mavisinin %40°lik siikroz
cozeltisinde c¢oziilmesiyle elde edilmistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel
etidiumbromiir ile 30 d boyanmistir. Daha sonra su ile yikandiktan sonra DNr MiniBIS

(16mm) Pro Bio-Imaging System goriintiileme cihazi kullanilarak fotograflar1 ¢ekilmistir.
2.2 KULLANILAN CiHAZLAR
2.2.1 Infrared Spektrofotometresi: Jasco FT/IR-300 E

2.2.2 'H-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 EImer LS 55
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2.2.5 ESI-MS: Tandem Gold

2.2.6 Jel Elektroforez: Thermo Electron Corporation EC-330 Midicell Primo

2.3 LIGANDLARIN SENTEZI

2.3.1 1,10-fenantrolin-5,6-dion Sentezi

Sekil 2.1. 1,10-fenantrolin-5,6-dion Sentezi

1,10-fenantrolin-5,6-dion (Sekil 2.1) daha once literatiirde belirtildigi gibi sentezlendi
(Goswami and Chakrabarty 2010). 1,10-Fenantrolin monohidrat (2 g, 10.1 mmol) ve
potasyum bromiir (3 g, 25 mmol) 0 °C’de ¢ift boyunlu balon i¢inde siilfiirik asit (%98, 20 ml)
ile karistirildi. Uzerine 30 °C’de damlatma hunisi ile 3 saat boyunca damla damla nitrik asit
(%65, 10 ml) eklendi. Ekleme sonras1 sicaklik 1 saat boyunca 90 °C’ye cikarildi daha sonra
olusan brom gazinin uzaklagsmasi i¢in geri sogutucu cikarilarak 3 saat aymi sicaklikta
bekletildi. Olusan ¢ozelti 12 saat bekletildi ve doygun sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 6’ya
ayarlandi. Olusan sar1 ¢okelek kloroform ile ekstrakte edildi. Diisiik basing altinda ¢6ziicii
ucuruldu ve kalan kat1 metanolde kristallendirildi. Uriin 1,6 gram, verim %76. C1oHgN20;

molekiilii i¢in; Erime noktas: 260°C (literatiir), 256°C (bulunan). FT-IR: 1714 cm™ (C=0)
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2.3.2 2-Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin (PIP) Sentezi

Sekil 2.2. Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin Sentezi.

105 mg (0,1 mmol) 1,10-fenantroline-5,6-dion, 20 ml buzlu asetik asitte ¢6ziildii. Uzerine 1g
(13 mmol) amonyum asetat ve 0,51 ml (0,1 mmol) benzaldehit eklendi. 3 saat boyunca geri
sogutucu altinda kaynatildi (Sekil 2.2). Baslangicta olusan agik sar1 renk koyu kahverengiye
doniistii. Reaksiyon sonrast karigim oda sicakligina sogutuldu ve buz {istiine seyreltildi.
Derisik amonyak ile damla damla notrallestirildi. Olusan sar1 renkli ¢okelek siiziildii. Etanol,
su ve eterle yikandi. Etanolde kristallendirildi. Uriin 100 mg, verim %66. C1gH12N4 molekiilii
icin; FT-IR (cm™): 2965 (aromatik C-H), 1603 (C=N), '"H NMR: (400 MHz,CDCls, &pm).
8.97 (dd, 2H, H8,H9), 8,89 (dd, 1H, H6), 8,76 (dd, 1H, H11), 6 8,15 (dd, 2H, H5, H1), 7,58
(m, 2H, H7, H10), 7,41 (dd, 2H, H4, H2), 7,3 (t, 1H, H3), ESI-MS: m/z (M+H) ) = 297,11
hesaplanan, m/z (M+H) =297 bulunan deger.

2.3.3 2-(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin (HPIP) Sentezi

Sekil 2.3. 2-(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin Sentezi

105 mg (0,1 mmol) 1,10-fenantroline-5,6-dion 20 ml glasiyel asetik asitte ¢oziildii. Uzerine 1
g amonyum asetat ve 0,53 ml 2-hidroksibenzaldehit eklendi. 3 saat boyunca geri sogutucu

altinda kaynatild1 (Sekil 2.3). Baslangicta olusan agik sar1 renk koyu kahverengiye doniistii.
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Reaksiyon sonrasi karisim oda sicakligina sogutuldu ve buz distiine seyreltildi. Derisik
amonyak ile damla damla nétrallestirildi. Olusan sar1 renkli ¢okelek siiziildii. Etanol, su ve
eterle yikandi. Etanol, su ve eterle yikandi. Uriin 80 mg, verim % 51. Cy9H1,N4O molekiilii
icin; FT-IR (v cm™): 2706 (aromatik C-H), 1627 (C=N), '"H NMR: (400 MHz, CDCl3 &m)
9,19 (dd, 2H, H7, H8), 8,83 (dd, 1H, H5), 8,67 (dd, 1H, H10), 8,147 (dd, 1H, H4), 7,75 (dd,
2H, H6, H9), 7,64 (dd, 1H, H2), 7,44 (dd, 2H, H1, H3), ESI-MS: m/z (M+H) ) = 313,10
hesaplanan, m/z (M+H) = 313.

2.4 KOMPLEKSLERIN SENTEZI

2.4.1 Diaqua(2,2’-bipiridin)Platin(l1) Sentezi

Sekil 2.4. Diaqua(2,2'-bipiridin)Platin(Il) sentezi.
42 mg (0,1 mmol) Pt(bpy)(Cl, ) suda 1sitilarak siispanse edildi. Uzerine 34 mg (0,2 mmol)

AgNO; eklendi ve 1s1ksiz ortamda 6 saat geri sogutucu altinda kaynatildi (Sekil 2.4). Berrak

sar1 ¢ozelti oda sicakligima sogutuldu ve coken AgCl siiziilerek alindi. Cozelti konsantre
edildi.

2.4.2 [Pt(bpy)(PIP)]" Sentezi

Sekil 2.5. [Pt(bpy)(PIP)]*? Sentezi.
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Konsantre edilen Pt(bpy)(H20), iizerine etanolde ¢oziilmis 30 mg (0,1 mmol) 2-
Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin eklendi. 2 saat geri sogutucu altinda kaynatildi (Sekil
2.5). Berrak turuncu ¢ozelti oda sicakligmna sogutuldu. Uzerine NaNO3z’in asiris1 ¢ozelti
halinde eklendi. Olusan koyu sar1 ¢okelek siiziildii. Aseton ve eterle yikanip siiziildii (48 mg
% 62,3 verim). Cy9H2oNgPt molekiilii i¢in; 'H NMR: (400 MHz, dmso-dg, dppm) 9,33 (d-d 2H,
H19, H16), 8,93 (d-d 2H, H9, H6), 8,78 (d-d2H, H8, H17), 8,78 (d-d2H, H12, H13), 8,42 (d-d
2H, H5, H1), 8,05 (d-d 2H, H11, H14), 7,95 (m 2H, H7, H15), 7,48(d-d 2H, H10, H15),
7,28(s 3H, H4, H3, H2), MALDI-MS: m/z (M+H) ) = 648,13 hesaplanan, m/z (M+H) = 648

2.4.3 [Pt(bpy)(HPIP)]*? Sentezi

Sekil 2.6. [Pt(bpy)(HPIP)]* Sentezi

Konsantre edilen Pt(bpy)(H,0), iizerine etanolde ¢ozilmis 31 mg (0,1 mmol) 2-(2-
hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin eklendi. 2 saat geri sogutucu altinda kaynatildi
(Sekil 2.6). Berrak turuncu ¢dzelti oda sicakligina sogutuldu. Uzerine NaNO3’m asiris1 ¢ozelti
halinde eklendi. Olusan sar1 ¢okelek siiziildii. Aseton ve eterle yikanip kurutuldu (48 mg %
61 verim). CaoH20NsOPt molekiilii igin; *H NMR: 1H NMR (400 MHz, dmso-ds, oppm)), 9,1
(d-d 2H, H8, H15), 8,89 (m 6H, H7, H8, H10, H13, H15, H16), 8,12 (d-d 2H, H11, H12),
8,07 (m 4H, H6, H9, H14, H17), 7,58 (m 2H, H7, H10), 7,34 (d-d 1H, H4), 7,14 (d-d 1H,
H2), 7,02 (m 2H, H3, H1l), MALDI-MS: m/z (M+H) ) = 663,13 hesaplanan, m/z
(M+2NO3s+Na) = 810.

2.5 UV TITRASYONU

Platin komplekslerinin {izerine artan miktarlarda DNA eklenerek kompleksin absorbsiyon

spektrumunda olusan degisiklikler izlendi. 10 uM kompleks ¢ozeltisi 50 mM amonyum
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asetatat tamponu igerisinde hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 2,5 ml’lik kismu alinarak Kuvartz
kiivet iginde UV-Vis absorpsiyon spektrumu alindi. Daha sonra amonyum asetat tamponu
icerisinde hazirlanmis 1,25 mM sigir DNA’s1 ¢6zeltisi kullanilarak titre edildi. Her 1 pl’lik
DNA eklenmesi sonrasinda karisim temiz bir enjektdr kullanilarak karistirildi ve inkiibe
olmasi icin 10 dakika beklendi ve Olgiim yapildi. Elde edilen veriler ¢izelge 2.1 ve 2.2°de

listelenmistir.
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Cizelge 2.1 [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksi igin UV titrasyon hesaplamalarinda kullanilan veriler.

Eklenen
Toplam Absorbans
DNA ) [DNA], M [Pt], M £4(292) €a-&; [DNA],bp [DNA]bp/(g4-gf)
_ Hacim, L (292 nm)
Hacmi, L
0 2,500E-03 0,000E+00 1,00040E-05 0,97643 97603,96 0 0

1,00E-06 |2,501E-03 4,998E-07 1,00000E-05 0,93337 93337,00 -4266,958 7,99680E-06 -1,87412E-09
2,00E-06 |2,502E-03 9,992E-07 9,99600E-06 0,85281 85315,10 -12288,860 1,59872E-05 -1,30095E-09
3,00E-06 |2,503E-03 1,498E-06 9,99201E-06 0,80852 80916,66 -16687,303 2,39712E-05 -1,4365E-09
4,00E-06 |2,504E-03 1,997E-06 9,98802E-06 0,76822 76914,15 -20689,809 3,19489E-05 -1,54418E-09
5,00E-06 |2,505E-03 2,495E-06 9,98403E-06 0,73746 73863,95 -23740,012 3,99202E-05 -1,68156E-09
6,00E-06 |2,506E-03 2,993E-06 9,98005E-06 0,72491 72635,92 -24968,034 4,78851E-05 -1,91786E-09
7,00E-06 |2,507E-03 3,490E-06 9,97607E-06 0,72079 72251,92 -25352,038 5,58436E-05 -2,20273E-09
8,00E-06 |2,508E-03 3,987E-06 9,97209E-06 0,71982 72183,47 -25420,489 6,37959E-05 -2,50962E-09
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Cizelge 2.2. [Pt(bpy)(HPIP)]*? kompleksi i¢in UV titrasyon hesaplamalarinda kullanilan veriler.

Eklenen
Toplam Absorbans
DNA ] [DNA], M [Pt], M £4(292) €a-&f [DNA],bp [DNA]bp/(ga-€)
] Hacim, L (292 nm)
Hacmi, L
0 2,500E-03 0,000E+00 1,00040E-05 0,47317 47298,08 0 0

1,00E-06 |2,501E-03 4,998E-07 1,00000E-05 0,45066 45066,00 -2232,081 7,99680E-06 -3,58267E-09
2,00E-06 |2,502E-03 9,992E-07 9,99600E-06 0,39285 39300,71 -7997,373 1,59872E-05 -1,99906E-09
3,00E-06 |2,503E-03 1,498E-06 9,99201E-06 0,37169 37198,72 -10099,357 2,39712E-05 -2,37354E-09
4,00E-06 |2,504E-03 1,997E-06 9,98802E-06 0,36466 36509,74 -10788,339 3,19489E-05 -2,96143E-09




2.6 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ

Jel elektroforezi go¢ mesafesindeki farkliliklart ve buna gore siiper sarmal yapidaki plasmit
DNA’nin artan oranlarda metal kompleksleri eklenmesiyle ag¢ilma oranini goriintiilemek i¢in
yapilir. 50 pg/mL supersarmal plasmit DNA (pUC19) igeren stok ¢ozelti ve metal kompleks
¢ozeltileri 50 mM pH’1 7,50 olan tampon ¢dzeltiyle hazirlanmistir. Reaksiyon karisimlar: buz
tizerinde ve [DNAJ/[M] = R oranlann1 0,1:1, 0,25:1, 0,5:1, 0,75:1, 1:1 olacak sekilde

hazirlanmustir.

Jele yiiklenecek ¢ozeltiler 10 uL DNA (pUC19, 50 pg/ml) ve 10 pL kompleks ¢ozeltileri
karistirilarak hazirlandi. Kontrol drneklerinde 10 pL. kompleks ¢ozeltisi yerine 10 uL. tampon
ve 10 uL smirlayict enzim (HIND III) eklenmistir. Cozeltiler {izerine 5 uL boya (%0,25
bromofenol mavisi %40 lik sukroz ¢ozeltisinde w/v) eklenmeden once gerekli inkiibasyon
siiresi kadar etiivde 38 °C’de bekletildi. Daha sonra karistmimn 10 pL’lik kism1 %1°lik agaroz
jel tizerine yiiklendi. %1°lik agaroz jel 1,5 g agaroz 150 mL tampon i¢inde ¢6ziinesiye kadar

kaynatilip daha sonra oda sicakliginda bekletilmesiyle elde edilir.

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

2.7 FLORESANS SPEKTROSKOPISI

2.7.1 Kompleksin Floresans Degisimi

1x10° M [Pt(bpy)(PIP)]*? ¢ozeltisi amonyum asetat tamponu i¢erisinde hazirlandi. Hazirlanan
¢ozeltinin 2,5 ml’lik kism1 quartz kiivete alindi ve 383 nm dalga boyunda uyarilarak emisyon
spektrumu kaydedildi. Daha sonra 2 ul’lik porsiyonlar halinde 3 mM sigir DNA’s1 ¢ozeltisi

eklendi. Her eklemeden sonra karisim 5 dakika inkiibasyon icin bekletilerek spektrum

kaydedildi. isleme DNA derisimi 20 pM olana kadar devam edildi.
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Ayni iglemler [Pt(bpy)(HPIP)]Jr2 kompleksi i¢in 400 nm dalga boyunda uyarilarak
gerceklestirildi.

2.7.2 EtBr ile Yarismali Floresans Calismasi

20 uM EtBr ve 100 uM sigir DNA’s1 igeren ¢ozelti oda sicakliginda hazirlandi. Hazirlanan
¢ozeltinin 2,5 ml’lik kism1 quartz kiivete alindi. 427 nm dalga boyunda uyarilarak emisyon
spektrumu kaydedildi. Daha sonra 20 puM’lik porsiyonlar halinde 3 mM [Pt(bpy)(PIP)] "
cozeltisi eklendi ve her eklemeden sonra karisim 5 dakika inkiibasyon icin bekletilerek

spektrum kaydedildi. isleme kompleks derisimi 150 uM olana kadar devam edildi.

Ayni iglemler [Pt(bpy)(HPIP)]+2 kompleksi i¢cin ayn1 dalga boyunda uyarilarak
gerceklestirildi.

2.8 VIZKOZITE CALISMALARI

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

Tiim lciimler 30 °C’de digital su banyosu icerisinde gerceklestirilidi.

Vizkozite dl¢limiinde kullanilacak DNA ¢6zeltisi sigir timiis DNA’dan 50 mM amonyum
fosfat tamponu icerisinde 300 uM derisimde hazirlandi. 15 ml DNA ¢dzeltisi i¢in vizkozite
Olctimii dijital bir kronometre kullanilarak gerceklestirildi. Daha sonra [Pt]:[DNA] oran1 0,15
olana kadar 870 uM kompleks ¢ozeltisinden 100 pl’lik porsiyonlar halinde eklendi. Her
eklemenin ardindan karisim g¢alkalandi ve 5 dakika etkilesimin tamamlanmasi i¢in bekletildi.
Her eklemeden sonra dijital kronometre ile karisimin akis siiresi 3 defa 6l¢iildii ve {iciinlin

ortalamasindan bagil vizkozite degeri hesapland1 ve DNA derisimine kars1 grafige gecirildi.
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BOLUM 3
SONUCLAR
3.1 LIGANDLARIN KARAKTERIZASYONU
3.1.1 1,10-Fenantrolin-5,6-dion
[k olarak elde edilen iiriiniin IR spektrumu (Sekil 3.1) incelendiginde bir degisim dogrudan
sentezin gerceklestigine isaret etmektedir. Baslangic maddesi olan 1,10-Fenantrolin’de

karbonil grubu bulunmazken olusan iiriiniin IR spektrumunda 1714 cm™de cok kuvvetli

karbonil piki goriilmektedir. Bu pik dion olusumunun 6nemli bir kanitidir.
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3.1.2 2-Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin
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vz |
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8.00 8.50 8.00

ppm (t1)
[m,

Sekil 3.2. 2-Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligand1 H-NMR spektrumu.

m

'H NMR: (400 MHz,CDCls, &pm), 8.97 (dd, 2H, H8,H9), 8,89 (dd, 1H, H6), 8,76 (dd, 1H,
H11), 8,15 (dd, 2H, H5, H1), 7,58 (m, 2H, H7, H10), 7,41 (dd, 2H, H4, H2), 7,3 (t, 1H, H3).

Ligandin NMR spektrumunda (Sekil 3.2) tiim pikler beklendikleri yerlerde gelmislerdir
(Zhang et al. 2011). Fenantrolin halkasindaki azotlara komsu olan 8 ve 9 numarali protonlar
daha disiik alanda pik verirken fenil halkasinda bulunan protonlar (1-5) daha yiiksek alanda

pikler vermislerdir. Imidazol halkasinda bulunan proton aktif proton oldugundan ¢éziicii ile
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yer degistirdiginden spektrumda belirlenememistir. Bu duruma yapilan bir¢cok calismada

rastlanmistir (Gao et al. 2011, Liu et al. 2008).

Ligandin ESI-MS spektrumu (Sekil 3.3) incelendiginde ligandin m/z = 297°de M+H piki

goriilmektedir. Bu da kiitle agisindan ligandin sentezlendigini kanitlamaktadir.

Ligandin FT-IR spektrumu da yapinin dogrulugu hakkinda bilgiler vermektedir. Baslangi¢
maddelerinin her ikisinde de karbonil grubu bulundugundan bu maddelerde 1720 cm™de ¢ok
siddetli C=0O gerilme piki goriilmektedir. Ancak reaksiyon sonunda olusan iiriine ait IR
spektrumunda (Sekil 3.4) bu pik goriilmemektedir. Bu durum baslangi¢ maddelerinin karbonil

gruplarinin degistigini ve sentezin gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 3.3. 2-Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligand1 ESI-MS spektrumu
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3.1.2 2-(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin
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Sekil 3.5. 2-(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandi H-NMR spektrumu

'H NMR: 1H NMR (400 MHz, dmso-ds, &pm): 9,1 (d-d 2H, H8, H15), 8,89 (m 6H, H7, H8,
H10, H13, H15, H16), 8,12 (d-d 2H, H11, H12), 8,07 (m 4H, H6, H9, H14, H17), 7,58 (m 2H,
H7, H10), 7,34 (d-d 1H, H4), 7,14 (d-d 1H, H2), 7,02 (m 2H, H3, H1).

Ligandin NMR spektrumunda (Sekil 3.5) tiim pikler beklendikleri yerlerde gelmislerdir

(Zhang et al. 2007). 7 ve 8 numarali protonlar etraflarinda bulunan azot gruplari sebebiyle
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daha diislik alanda pik verirken fenil halkasinda bulunan protonlar daha yiiksek alanda pikler
vermislerdir. Imidazol halkasinda ve OH grubunda bulunan hidrojen hareketli yani aktif

hidrojen oldugu i¢in spektrumda belirlenememistir.

Ligandin ESI-MS spektrumu (Sekil 3.6) incelendiginde ligandin m/z = 312°de M+H piki

goriilmektedir. Bu da kiitle agisindan ligandin sentezlendigini kanitlamaktadir.

Ligandin FT-IR spektrumu da yapinin dogrulugu hakkinda bilgiler vermektedir. Tipk1 2-
fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin sentezinde oldugu gibi baslangic maddelerinin her
ikisinde de karbonil grubu bulundugundan 1720 cm™de cok siddetli C=O gerilme piki
goriilmektedir. Ancak reaksiyon sonunda olusan iiriine ait IR spektrumunda (Sekil 3.7) bu pik
goriilmemektedir. Bu durum baslangic maddelerinin karbonil gruplarinin degistigini ve

sentezin gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 3.6. 2-(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligand1 ESI-MS spektrumu
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3.2 KOMPLEKSLERIN KARAKTERIZASYONU

3.2.1 [Pt(bpy)(PIP)]"? Kompleksi

Lppm (£1}

Sekil 3.8. [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksi H-NMR spektrumu

'H NMR: 1H NMR (400 MHz, dmso-ds, Shom): 9,33 (d-d 2H, H19, H16), 8,93 (d-d 2H, HO,
H6), 8,78 (d-d2H, H8, H17), 8,78 (d-d2H, H12, H13), 8,42 (d-d 2H, H5, H1), 8,05 (d-d 2H,
H11, H14), 7,95 (m 2H, H7, H15), 7,48(d-d 2H, H10, H15), 7,28(s 3H, H4, H3, H2).

73



Komplekslesmenin ardindan liganda ait hidrojenlerin kimyasal kayma degerlerinde 6nemli
degisiklikler olusmustur (Sekil 3.8). Kompleks olusmadan 6nce 8 ve 17 numarali hidrojenler
en diisiik alanda pik verirken kompleks i¢cinde 6 ve 19 numarali hidrojenler en diisiik alanda
9,33 ppm’de pik vermistir. Bu komplekslesme gergeklestiginin en 6nemli kanitidir. Aym
kayma literatiirde rutenyum kompleksi i¢in 9,32 ppm’de goriilmiistiir (Uma Maheswari et al.
2006). Para pozisyonda metoksi grubu bulunduran PIP ligandindan sentezlenen rutenyum
kompleksinde kompleks olusumu sirasinda ayni hidrojenler i¢in 8,56 ppm’deki pik 8,97
ppm’e kaymistir (Gao et al. 2011).

100,
901
801
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501
401
301

[M~+H]*

% Intensity

890 1000

Mass (m/z)

Sekil 3.9. [Pt(bpy)(PIP)]*? kompleksi kiitle spektrumu

[Pt(bpy)(PIP)]*? kompleksi kiitle spektrumuna (Sekil 3.9) bakildiginda kompleksin +1 yiiklii
halinde ana pik verdigi karsit iyon olarak eklenen nitrat grubunun analizde goriilmedigi
anlagilmaktadir. Teorik olarak bu deger 648,13’tiir. Spektrumda da bu beklenen sonug

gorilmiistiir ve kompleksin basariyla sentezlendigi kanitlanmistir.
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3.2.2 [Pt(bpy)(HPIP)]"?* Kompleksi

[— 50000

oLe
oe'a

Sekil 3.10. [Pt(bpy)(HPIP)]"* kompleksi H-NMR spektrumu

1H NMR (400 MHz, dmso-ds, Spm): 9,1 (d-d 2H, H8, H15), 8,89 (m 6H, H7, H8, H10, H13,
H15, H16), 8,12 (d-d 2H, H11, H12), 8,07 (m 4H, H6, H9, H14, H17), 7,58 (m 2H, H7, H10),
7,34 (d-d 1H, H4), 7,14 (d-d 1H, H2), 7,02 (m 2H, H3, H1)

Komplekslesmenin ardindan liganda ait hidrojenlerin kimyasal kayma degerlerinde 6nemli

degisiklikler olusmustur (Sekil 3.9). Kompleks olusmadan 6nce 7 ve 16 numarali hidrojenler
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en diisiik alanda pik verirken kompleks i¢inde 18 ve 5 numarali hidrojenler en diisiik alanda
pik vermistir. Bu komplekslesme gerceklestiginin en 6nemli kanitidir. 18 ve 5 numarali
hidrojenlerin kayma degerlerindeki bu degisim literatiirde de goriilmektedir. 18 numarali
hidrojen icin 8,20 ppm 5 numarali hidrojen i¢in 7,87 ppm olan kimyasal kayma degeri

kompleks olusumu ardindan 9,06 ppm olarak degismistir (Liu et al. 2008).
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Sekil 3.11. [Pt(bpy)(HPIP)]"* kompleksi kiitle spektrumu

[Pt(bpy)(HPIP)]"? kompleksi kiitle spektrumuna (Sekil 3.11) bakildiginda ana pik 810,6 da
goriilmektedir. Kompleksin kiitle analizi yapilirken karsit iyon olarak kullanilan nitrat iyonlar
ve iyon kaynagindan gelen sodyum ile birlikte kompleks [Pt(bpy)(HPIP)]*?2NO5+Na olarak

analiz edilmis ve m/z:810,6 degeri goriilmiistiir.

3.3 KOMPLEKSLERIN DNA iLE ETKILESIMLERI

3.3.1 UV Titrasyon Sonuglari

Daha once yapilan c¢alismalar incelendiginde [Pt(bpy)(PIP)]*? ve [Pt(bpy)(HPIP)]"
komplekslerindeki ligandlarinin 7t- 7t* gegislerine ait sirasiyla 297 ve 277 nm’de bulunan
piklerin (Sekil 3.12 ve 3.13) absorbanslarinda goriilen azalma (hipokromik etki) molekiiliin
DNA baz ciftleri arasina interkalasyon yapmasi olarak degerlendirilmektedir (Chen et al.

2011, Sun et al. 2010, Sun et al. 2011a, Sun et al. 2011b). DNA baz ¢iftlerinin sahip oldugu =
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elektron sisteminin ligandin 7 elektron sistemiyle etkilesmesinden kaynaklanmaktadir (Zeglis
et al. 2007). Bu etkilesim ligandlarin 1 elektronlarinin daha genis bir alanda delokalize
olabilmesinin saglamaktadir. Bu durum enerji seviyesinde azalmaya dolayisiyla absorbansta

azalmaya neden olmaktadir.

R=[DNA]/[P1]
—0
1.0- A9 o 0,8
1,6
AA = %26 -
.
' ~~ 4
% 0,6 ‘ 48
%2 ) izobestik nokta — 5,6
S \ ——64
< 044
<
N
0,2 \,\\“
0,0 -
T T T T T . | . |
300 400 500 600 700
Dalgaboyu(nm)

Sekil 3.12. 10 puM [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinin 0,5-40 uM DNA ile titrasyonundan elde
edilen UV-Vis absorbsiyon Spektrumu
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R=[DNAJ/[P{]
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Sekil 3.13. 10 uM [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin 0,5-20 uM DNA ile titrasyonundan elde
edilen UV-Vis absorbsiyon Spektrumu

Sekil 3.13 ve sekil 3.14’te artan DNA derisimiyle komplekslerin absorbansindaki azalma
goriilmektedir. Ancak karisim doygunluga ulastiginda daha fazla kompleks DNA’ya

interkalasyon yapamayacaktir. Bu yiizden DNA konsantrasyonu belli orandan sonra artsa da

absorbans degismeyecektir.
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Sekil 3.14. Artan DNA derisimiyle [Pt(bpy)(PIP)]*? kompleksinin absorbans degisimi
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Sekil 3.15. Artan DNA derisimiyle [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin absorbans degisimi
Elde edilen spektrumlar incelendiginde [Pt(bpy)(PIP)] 2* ve [Pt(bpy)(HPIP)]** icin sirastyla

360 ve 380 nm dolayinda izobestik noktalar goriilmektedir (Sekil 3.11-12). Bu durum
ortamda katilma kompleksi (DNA - Pt kompleksi) olustugunu goéstermektedir. Baslangigta
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sadece kompleks varken artan DNA eklenmesiyle daha diisiik enerjili, DNA baz ciftleri

arasina interkalasyon yapmis kompleks molekiilleri olusmaktadir.

Komplekslerin DNA ile etkilesim giiciiniin diger kompleksle karsilastirilabilmesi icin esitlik

3.1 kullanilarak baglanma sabiti degeri hesaplandi.
[DNA]/(ea - &) = [DNA]/(ep - &) + 1/Kp(es - &) (3.1)

Baglanma sabiti hesaplanirken [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinin 292 nm’de gésterdigi,
[Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin 277 nm’de gosterdigi absorbans piki kullamldi. [DNA]
degerlerine karsi [DNA]/(ea - &) degerleri grafige gegirildiginde egim 1/(eg - &) degerine
kesim noktasi ise 1/Ky(eg - &) degerine karsilik gelmektedir. Burada [DNA] 6lgiim yapilan
dalga boyundaki DNA derisimi, € o noktadaki soniim katsayisi, eg kompleksin DNA’ya
tamamen baglandigi andaki yani titrasyon sonunda absorbans degisiminin durdugu andaki
soniim katsayisi, & ise serbest haldeki yani ortamda DNA olmadigi durumdaki séniim

katsayisina esittir.

Sekil 3.16°da [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksine ait [DNA]/(ea - &) = [DNA/(eg - &) + 1/Kp(es -
&r) esitligi kullanilarak elde edilen lineer grafik gosterilmektedir. Egim ve kesim noktasi

degerleri kullanilarak baglanma sabiti (Kp) 3,059 X 10* olarak hesaplanmustir.
p

[DNA]
O T T T 1
0.00E+0 2.00E-5 4.00E-5 6.00E-5 8.00E-5
-5E-10 -
y = -2.47925E-05x - 8.09652E-10
2= -
— -1E09 | R? = 9.58278E-01
w
& *
w
£ 15609 -
< <
3
= 2E-09 - L
-2.5E-09 - .
-3E-09 -

Sekil 3.16. [Pt(bpy)(PIP)]*? i¢in [DNA] degerlerine karsi [DNA]/(ea - &) grafigi
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Hesaplanan baglanma sabiti degeri interkalasyon yaptigi kesin olarak bilinen dppz ligandinin
platin komplekslerinden daha yiiksek bulunmustur (Che et al. 1999). Bu durum ligandin sahip
oldugu fenantrolin grubunun sagladig: diizlemsellige baglanabilir. Ligandin diizlemselligi baz

ciftleri arasina daha rahat girmesini kolaylagtirmaktadir.

[DNA]
-1.5E-09 :

1.0§-05 1.5E-05 2.0E-05 2.5E-05 3.0E-05 3.5§-05
-1.7E-09 A

-1.9E-09 |

y =-6.02907E-05x - 9.99560E-}0

-2.1E-09 A R2 = 9.83815E-01

-2.3E-09 H

[DNA])/(e A-<f)

-2.5E-09 H

-2.7E-09 H

-2.9E-09 H

-3.1E-09

Sekil 3.17. [Pt(bpy)(HPIP)]*? igin [DNA] degerlerine karsi [DNA]/(ea - &) grafigi

Sekil 3.17°de [Pt(bpy)(HPIP)]*? kompleksine ait baglanma sabiti (Kp) 6,026 x 10* olarak

hesaplanmustir.

Elde edilen baglanma sabitleri incelendiginde [Pt(bpy)(HPIP)]"? kompleksine ait baglanma
sabiti degerinin [Pt(bpy)(PIP)]"? kompleksi i¢in hesaplanan degerin yaklasik iki kati ¢iktigi

gorilmektedir.

[Pt(bpy)(HPIP)]"? kompleksinin (Sekil 3.18) sahip oldugu OH grubu sayesinde yap: molekiil
i¢i hidrojen bagina sahip olmaktadir. Orto pozisyondaki fenol molekiilii imidazol halkasindaki
azot ile hidrojen bag1 yaparak molekiilii daha diizlemsel bir yapiya kavusturarak DNA baz
ciftleri arasindaki bosluga daha kolay girmesini saglamaktadir (Uma Maheswari and
Palaniandavar 2004). Bu durum yapilan diger caligmalarda da goriilmektedir (Zhang et al.
2002, Liu et al. 2008).
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Sekil 3.18. [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksi molekiil i¢i hidrojen bag

Aromatik halkalarda bulunan fonksiyonel gruplarin gosterdigi indiiktif etki DNA’ya
baglanma kuuvetini dogrudan etkileyen bir faktordiir. Literatiirde bulunan ¢alismalarda pozitif
indiiktif etkiye sahip yani halkaya elektron veren OH gibi fonksiyonel gruplarin DNA
baglanma sabitinin negatif indiiktif etki gdsteren azotlu fonksiyonel gruplarin baglanma
sabitinden daha diisik degerler ¢iktigi gorilmektedir (Liu et al. 2008). Ancak
[Pt(bpy)(HPIP)]"? kompleksinin sahip oldugu diizlemsellik negatif indiiktif etkinin getirdigi
dezavantaj1 elimine edebilmis ve baglanma sabiti [P‘[(bpy)(PIP)]J'2 kompleksinden daha biiyiik
cikmistir.

Asagidaki cizelge 3.1°de 2-Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandina orto pozisyonda

bagli fonksiyonel gruplarin baglanma sabitine etkisi goriilmektedir.
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Cizelge 3.1. Farkli fonksiyonel gruplarin 2-Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ligandinin
baglanma sabitine etkisi.

R Kompleks Baglanma Sabiti (10°) Referans
(Uma Maheswari
Ru(NH,)4L 4,3 2004)
RU(NH,).L 9.7 (Uma Maheswari
’ 2004)
Ru(bpy)al 6,5 (Liu, 1999)
Ru(bpy).L 1,6 (Mei, 2008)
Ru(phen),L 3,4 (Liu, 2011)
Ru(phen),L 0,4 (Xu, 2004)
Ru(phen),L 0,7 (Liu, 2004)

Cizelgede de goriildiigii gibi en yiiksek baglanma sabiti degeri bizim ¢aligmamizda da oldugu
gibi hidroksi fonksiyonel grubu bulunduran ligandta (HPIP) hesaplanmistir (Uma Maheswari
2004, Liu, 1999). Hidroksil grubunun para pozisyonunda oldugu komplekste ise baglanma
sabitinin diismesi (Liu, 2004) daha 6nce bahsedildigi gibi ~OH grubunun molekiil i¢i hidrojen
bagi yaparak yapmin diizlemselligini ve aromatik halka alanim1 arttirmasindan
kaynaklandigini desteklemektedir. Higbir fonksiyonel grup bulundurmayan ligandin (PIP)
baglanma sabiti degeri ikinci sirada gelmektedir. NH; grubu halkaya elektron pompalamasina
ragmen yine —OH grubu gibi molekiil i¢i hidrojen bagi yaparak aromatik alanin biiyiimesine
katkida bulundugundan DNA’ya daha kuvvetli baglanmaktadir (Liu, 2011) diger taraftan -
CF3 (Mei, 2008) ve -Br (Xu, 2004) gibi elektronegatif gruplar elektron ¢ekici olmalarina
ragmen atom caplarimin biiylikliigli sebebiyle ligandin diizlemselligini bozarak baglanma

kuvvetlerini diistirmektedirler.
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Cizelge 3.2. Dppz ligandinin farkli metallerle yaptigi komplekslerin baglanma sabiti

degerleri.

Metal kompleksi Baglanma Sabiti (10°) Referans
Co(phen),L 76,0 Jin 1997
Ru(phen),L 32,0 Hiort 1993
Ru(Im)sL 25,0 Chen 2008
Ru(tbz),L 21,0 Shi 2008
Ni(phen),L 9,0 Arounaguiri 2000
Aul, 1.8 Navarro 2007
CuL; 0,8 Navarro 2003
Pt(Melm),L 0,1 Che 1999

Cizelge 3.2’de verilen PIP ve HPIP ligandlarinin rutenyum komplekslerine ait baglanma
sabiti degerleri 10°> mertebesindeyken bu tezde yapilan ¢alismalar sonucu hesaplanan
baglanma sabiti degerleri 10* mertebelerinde bulunmustur. Bu sonug sasirtici degildir.
Yapilan ¢alismalarda ¢ok iyi bir interkalatér oldugu bilinen dppz ligandinin oktahedral
geometriye sahip kobalt kompleksinin baglanma sabiti degeri 76x10° olarak hesaplanirken
(Jin et al.1997) bu deger yine oktahedral geometriye sahip rutenyum kompleksleri igin
32x10°, 25x10°, 21 x10°> (Chen et al. 2008, Shi et al. 2008, Hiort et al. 2003) nikel
kompleksleri igin 9 x10° (Arounaguiri et al. 2000) bulunmustur. Oktahedral yapili
kompleksler ii¢ boyutlu yapi1 sayesinde DNA mindr yarigina daha iyi yerleserek yan
ligandlariyla sarmala daha iyi tutunurlar ve yliksek baglanma sabitleri gosterirler Altin ve
platin kompleksleri kare diizlem geometriye sahiptirler ve yukarida gecen metal
komplekslerinden daha diisiik baglanma kuvveti gosterirler. Dppz ligandinin  Au(lll)
kompleksi icin baglanma sabiti. 1,8 x 10° (Navarro et al. 2007), bakir(Il) icin 0,8 x 10° (Navarro
et al. 2003) bulunmustur. Platin(ll) iyonu da kare diizlem geometriye sahip kompleks verdigi
icin baglanma sabitinin diisiik ¢ikmasi beklenir ve 0,1x10° (Che et al. 1999) degeriyle bu
durum kanitlanmaktadir. Dolayisiyla PIP ve HPIP ligandlariin platin komplekslerinin
baglanma sabiti dgerlerinin literatiirde bulunan rutenyum komplekslerinden daha diisiik

¢ikmast beklenen bir sonugtur.
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3.3.2 Agaroz Jel Elektroforez Sonuclar:

3.3.2.1 [Pt(bpy)(PIP)]*?* Kompleksinin Jel Elektroforez Sonuglar

Elektroforez c¢alismalarinda hedef calisilan molekiilin DNA’y1 hangi derisimden sonra
bozmaya bagsladigin1 saptamaktir. Bu amag¢ dogrultusunda calisilacak molekiiliin farkl

derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanir ve her bir derisim miktar1 DNA iizerinde denenir.

[Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinin pUC19 DNA iizerine etkisi incelenmistir. Sekil 3.19°da
goriilen fotograf kompleksin kompleks: DNA orani 0,5:1 ile 1:6 arasinda degistirilerek 1 saat

inkiibasyon sonrasi gergeklestirilen elektroforez sonuglar goriilmektedir.

Sekil 3.19. 1 saat inkiibasyon sonrast [Pt(bpy)(PIP)]** ait elektroforez sonuglar

Resimde 1 numarali kolon sadece pUC19, 2-9 aras1 ise kompleks:DNA oran1 0,5:1, 1:1, 2:1,

3:1, 4:1, 5:1 ve 6:1 arasinda degisen karigimlart géstermektedir.

Siiper sarmal halde bulunan plazmid DNA, baz ciftleri arasina yerlesen ajanlar sebebiyle
stiper sarmal O6zelligini kaybeder acik sarmal forma doniisiir. Eger etkilesim kuvvetli ise
sarmal yapida bozularak DNA lineer hale gecer. Lineer ve agik sarmal yapili DNA siiper

sarmal DNA ya gore daha yogundur ve elektrik akimi altinda daha yavas hareket eder.

Resim incelendiginde 5 numarali kolondan itibaren yani 3:1 kompleks oranindan sonra artan
miktarlarda kompleks eklenmesiyle siiper sarmal DNA miktarinda azalma goriilmektedir. Bu
azalma artan kompleks miktarinin DNA y1 daha fazla bozdugunu gostermektedir. 6 numaral
kolondan sonra ise siiper sarmal DNA ortamdan kaybolmustur. Bu da 5:1 oranindaki

kompleksin DNA’y1 tamamen farkli bir forma gegirdigini gostermektedir.
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Sekil 3.20°de goriilen resimde [Pt(bpy)(PIP)]**~pUC19 karisiminin 1 saat boyunca karanlikta
ve UV 1s1igmma maruz birakilmasinin  ardindan elde edilen elektroforez sonuglari

gorilmektedir.

Sekil 3.20. 1 saat karanlikta ve UV 1s18inda tutulan [Pt(bpy)(PIP)]*" ait elektroforez sonuglart

Resimde 1 ve 5 numarali kolonlar tek bagina pUC19, 2-4 aras1 kompleks:DNA orani1 0,1:1 ile
1:1 arasinda degisen karisimlarin 1 saat karanlikta bekletilmesiyle elde edilen, 6-8 arasi
kompleks:DNA oran1 0,1:1 ile 1:1 arasinda degisen karisimlarin 1 saat UV 15181 altinda

bekletilmesiyle elde edilen sonuglar1 gostermektedir.

Sonuglar incelendiginde 1 saat karanlikta gerceklesen inkiibasyonun DNA’y1 bozarak siiper
sarmal DNA formunda kuvvetli bir azalmaya yol agtigi, UV 15181 altinda bekletilen
karisimlarda ise yiiksek miktarlarda stiper sarmal DNA’nin bozularak lineer form DNA’ya

dontistiigli goriilmektedir.

UV 15181 altinda yeni formda DNA olusmasi, UV 1s18min ligandin pozitif yiikiini
arttirmasinin  sonucudur. Ligand UV 1s1gma maruz kaldiginda elektronlar temel hal ve
uyarilmis hal arasinda stirekli gecis yaparak molekiil ic¢i elektron transferi dongiisii
olustururlar. Bu durum ligandin pozitif yiikiinii arttirir ve radikal katyon olusumunu
kolaylagtirarak DNA’nin oksidasyonuna olanak verir (Miao, 2010). Oksidasyon ile birlikte

zincirde kirllmalar meydana gelir ve DNA sarmal yapisi bozulurak lineer form DNA olusur..
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3.3.2.2 [Pt(bpy)(HPIP)] ™ Kompleksinin Jel Elektroforez Sonuclari

[Pt(bpy)(HPIP)]"® kompleksinin pUC19 DNA iizerine etkisi incelenmistir. Sekil 3.21’de
goriilen fotograf kompleksin kompleks:DNA orani 0,5:1 ile 1:6 arasinda degistirilerek 11 saat

inkiibasyon sonrasi ger¢eklestirilen elektroforez sonuclar1 goriilmektedir.

Sekil 3.21. 1 saat inkiibasyon sonrast [Pt(bpy)(HPIP)]*? ait elektroforez sonuglari

Resimde 1 numarali kolon sadece pUC19, 2-9 arasi ise kompleks: DNA oran1 0,5:1, 1:1, 2:1,

3:1,4:1, 5:1 ve 6:1 arasinda degisen karisimlar1 gostermektedir.

Resim incelendiginde 4 numarali kolondan itibaren yani 2:1 kompleks oranindan sonra artan
miktarlarda kompleks eklenmesiyle siiper sarmal DNA miktarinda azalma goriilmektedir.
[Pt(bpy)(PIP)]*? kompleksi icin bu azalma 3:1 oraninda gdriilmeye baslanmasma karsin
[Pt(bpy)(HPIP)]*? kompleksinde daha diisiik bir oran 2:1 degerinde goriilmesi bu kompleksin
stiper sarmal DNA’y1 daha diisiikk derisimlerde bozmaya basladiginm1 gostermektedir. 5
numarali kolondan sonra ise siiper sarmal DNA ortamdan kaybolmustur. Bu da 5:1 oranindaki
kompleksin DNA’y1 tamamen farkli bir forma gegirdigini ve [Pt(bpy)(HPIP)]"? kompleksinin
DNA’y1 [Pt(bpy)(PIP)]"? kompleksine gore daha fazla bozdugunu gdstermektedir.

ekil 3. a gorilen resimde py - arisiminin 1 saat boyunca
Sekil 3.22’da goriil imde [Pt(bpy)(HPIP)]*> —pUC19 k 1 b

karanlikta ve UV 1s18ina maruz birakilmasinin ardindan elde edilen elektroforez sonugclari

gorilmektedir.
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Sekil 3.22. 1 saat karanlikta ve UV 1s1ginda tutulan [Pt(bpy)(HPIP)]*%-pUC19 karisimina ait
elektroforez sonuglari

Resimde 1 ve 5 numarali kolonlar tek basina pUC19, 2-4 aras1 kompleks:DNA orani1 0,1:1 ile
1:1 arasinda degisen karisimlarin 1 saat karanlikta bekletilmesiyle elde edilen, 6-8 arasi
kompleks:DNA oran1 0,1:1 ile 1:1 arasinda degisen karigimlarin 1 saat UV 15181 altinda

bekletilmesiyle elde edilen sonuglar1 gostermektedir.

Diger kompleks sonuglarinda oldugu gibi UV 15181 altinda bekletilen karisimlarda DNA da
bozulmalar gergeklestigi goriilmektedir. [Pt(bpy)(PIP)] kompleksinin gosterdigi etkiyle
karsilastirilinca [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin UV 15181 altinda lineer form DNA olusturma
yogunlugunun [Pt(bpy)(PIP)]** sonuglarina gore zayif oldugu anlasiimaktadur.

3.3.3 Floresans Spektroskopisi Sonuclari

Sekil 3.23 ve sekil 3.24 artan DNA derisimiyle [Pt(bpy)(PIP)]** ve [Pt(bpy)(HPIP)]**
kompleksinin floresansindaki degisimi gostermektedir. 10 uM kompleks ¢ozeltisi tizerine 3
mM DNA ¢ozeltisi ortamdaki DNA derisimi 20 uM olana kadar devam edilmistir ve her

ekleme sonrasinda spektrum kaydedilmistir.

[Pt(bpy)(PIP)]** ve [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksi saf halde ¢ok diisiik floresans ozellik
gostermekteyken artan miktarlarda DNA eklenmesi sonucunda komplekslerin floresans
pikinin yogunlugu yiikselmistir. Eger kompleks DNA baz ciftleri arasina interkalasyon
yapiyorsa DNA sarmalinin i¢ yapisinin hidrofobik olmasi sayesinde ¢oziiciiden korunur ve
¢oziiclinlin kompleks tlizerindeki etkisi ortadan kalkar. Bu durum floresans yogunlugunda

yiikselme olarak goriiliir. Calisilan [Pt(bpy)(PIP)]** [Pt(bpy)(HPIP)]** komplekslerinde bu
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degisimin goriilmesi komplekslerin DNA baz c¢iftleri arasina interkalasyon yaptigini

gostermektedir.
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Sekil 3.23. [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinin 0-20 mM DNA eklenmesiyle elde edilen floresans
spektrumu
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Sekil 3.24. [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin 0-20 mM DNA eklenmesiyle elde edilen
floresans spektrumu

3.3.4 EtBr ile Yarismali Floresans

Sekil 3.25 ve sekil 3.26 20 uM EtBr ile doyurulmus 100 uM sigir DNA’s1 igeren ¢ozeltisinin
artan  [Pt(bpy)(PIP)]** derisimiyle floresans spektrumunda gerceklesen degisimi

gostermektedir.

EtBr DNA baz ciftleri arasina interkalasyon yaptig1 kesin olarak bilinen bir molekiildiir
(Reinhardt and Krugh 1978). EtBr, DNA ile karistirildiginda baz ciftleri arasina interkalasyon
yapacaktir. Bu sayede floresans spektrumu kaydedilir. Ancak bu karisima interkalasyon
yapma kapasitesi olan bir madde eklendiginde konsantrasyona bagli olarak EtBr baz giftleri
arasindan ¢ikacak ve yerini maddeye birakacaktir. Disari itilen EtBr miktar: arttik¢a floresans

yogunlugu diisecektir.

[Pt(bpy)(PIP)]** ve [Pt(bpy)(HPIP)]* kompleksleri EtBr molekiillerini baz ciftleri arasindan
iterek yerine kendileri gegcmektedir. Floresanstaki azalma bu sonucu kanitlamaktadir. Bu da

bize her iki kompleksinde DNA ile kuvvetli interkalasyon yaptigini gostermektedir.
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Sekil 3.25. 20 uM EtBr ve 100 uM sigir DNA’ s1 igeren ¢dzeltisinin artan [Pt(bpy)(PIP)]**
derisimiyle elde edilen floresans spektrumu
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Sekil 3.26. 20 uM EtBr ve 100 puM sigir DNA’ s1 iceren ¢ozeltisinin artan [Pt(bpy)(HPIP)]**
derisimiyle elde edilen floresans spektrumu

Elde edilen sonuglar klasik Stern-Volmer esitligi (Esitlik 3.2) (Eftink and Ghiron 1981) ile

incelenerek kompleksin baglanma derecesi belirlenmistir.
I/1o=1 + K[Q] (3.2)

Esitlikte I o noktadaki floresans yogunlugunu, Iy ortama kompleks eklenmeden onceki
floresans yogunlugunu, [Q] baskilayic1 molekiil derisimini, K ise baskilayici oran katsayisini
vermektedir. Yapilan ¢alismada ¢ozeltinin floresansini diisiiren etken kompleks oldugu igin

baskilayict derigimi olarak kompleks derisimi kullanilmistir (Hao et al. 2010).
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Sekil 3.27°de [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksiyle yapilan yarigsmali floresans sonrasi elde edilen
veriler kullanilarak hazirlanmis Stern-Volmer esitliginden elde edilen lineer grafik

gorilmektedir.
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Sekil 3.27. [Pt(bpy)(PIP)]*? kompleksinin Stern-Volmer grafigi

Kompleks derisimine kars1 floresans yogunlugu oranmi degerleri grafige gecirildiginde egim
degeri dogrudan K degerine esit olmaktadir. Yapilan hesaplamalar sonucu K degeri UV
titrasyon sonucu elde edilen baglanma sabitine ¢ok yakin bir deger olan 3,08 x 10* olarak

bulunmustur.
Sekil 3.28°de [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksiyle yapilan yarismal floresans sonrasi elde edilen

veriler kullanilarak hazirlanmis Stern-Volmer esitliginden elde edilen lineer grafik

gorilmektedir.
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Sekil 3.28. [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin Stern-Volmer grafigi

DNA’ya [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinden daha kuvvetli baglanan [Pt(bpy)(HPIP)]"2
kompleksinin EtBr floresans emisyonunu daha kuvveli bir bicimde sondiirecegi
diisiiniilmektedir. Fakat durum bunun tam tersidir. Yapilan hesaplamalar sonucu K degeri UV
titrasyon sonucu elde edilen baglanma sabitine gore daha kiicik (2,19 x 10% olarak
bulunmustur. DNA sarmali ayni anda hem [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksine hem de EtBr’e yer
verebilmektedir. Diger taraftan ise [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinin yiiksek hidrofobikligi
sayesinde DNA’y1 daha yiiksek diizlemsellige sahip [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinden daha
fazla bozdugundan daha etkin bir kuvvetle EtBr’ii DNA’dan uzaklastirabilmektedir. iste bu
sebepten Gtiirii floresans calismalarinda baglanma sabitleri acisindan  [Pt(bpy)(PIP)]**
>[Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksi seklinde olmustur (Uma Maheswari and Palaniandavar 2004).
UV-Vis titrasyonunda DNA ile etkilesim sonucu kompleks bilesikteki meydana gelen
degisimi, yani tim etkilesimleri (van der Waals, electrostatic ve pi-pi (interkalasyon))
icermektedir. Oysa, luminesans Ol¢iimlerinde DNA baglandig1 pozisyonundan ileri gelen
degisimler gozlenmektedir. Bu yiizden daha hidrofobik yapidaki kompleksin liiminesans
siddetinde daha fazla degisim goriilmesi (polar grup iceren komplekse gore) normaldir. Bu

hidrofobik yapinin interkalasyonda predominant 6zellik oldugunu gostermektedir.

94



3.3.5. Vizkozite Calismalar: Sonuclar:

Vizkozite ¢alismalari maddelerin DNA’ya baglanma tiiriinlin belirlenmesinde kullanilan ¢ok
onemli ve basit hidrodinamik c¢alismalardir. Yapilan caligmalar gostermistir ki eger bir
kompleks DNA ile interkalasyon yolu ile etkilesiyorsa DNA zincirinin boyunu uzatacak ve bu

da DNA vizkozitesini arttiracaktir (Gao et al. 2011, Sun et al. 2011Db).

Sekil 3.29°da [Pt(bpy)(PIP)]** ve [Pt(bpy)(HPIP)]** komplekslerinin ve interkalasyon yaptigi
kesin olarak bilinen EtBr molekiiliiniin DNA vizkozitesi lizerine etkisi gorilmektedir. Artan

[Pt]:[DNA] orantyla DNA bagil vizkozitesi yiikselmektedir.
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Sekil 3.29. 600uM DNA ¢bozeltisinin artan EtBr, [Pt(bpy)(PIP)]** ve [Pt(bpy)(HPIP)]**
miktariyla vizkozite degisimi

Grafik incelendiginde [Pt(bpy)(PIP)]** ve [Pt(bpy)(HPIP)]** komplekslerinin tipki EtBr
molekiilinde oldugu gibi DNA vizkozitesini arttirdigi goriilmektedir. Bu sonuglar
komplekslerin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesim yaptiginin gostergesidir. Ortama
kompleks eklendikce DNA baz ¢iftleri arasina girmis ve baz ciftlerini birbirinden
uzaklagtirarak zincirin uzamasini saglamistir. Bu uzama DNA vizkozitesini arttirmaktadir.
Ayni sekilde [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksi de DNA vizkozitesini artirmaktadir. Ancak UV-
Vis titrasyon ve agaroz jel elektroforez ¢alismalarina paralel olarak [Pt(bpy)(HPIP)]**
kompleksi DNA’y1 daha fazla bozdugundan bu kompleks ile yapilan ¢alismada vizkozite

degisimi daha fazla olmaktadir.
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3.4 SONUC

2-Fenilimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin ve 2-(2-hidroksifenil)imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolin
ligandlar literatiir dogrultusunda sentezlendi ve IR, 'H-NMR yontemleriyle karakterize
edildi. Karaktersizasyon sonuglar1 literatiirle desteklendi. Aymi sekilde ligandlarin platin
kompleksleri sentezlendi ve H-NMR, ESI-MS veya MALDI-TOFF MS metodlariyla

karakterize edildi.

Sentezlenen platin  komplekslerinin  DNA etkilesimleri UV-Vis titrasyon, agaroz jel
elektroforez, floresans spektrometresi ve vizkozimetri yontemleriyle belirlendi. UV-Vis
titrasyon sonucunda [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinin baglanma sabiti degeri 3,09 x 10%
[Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin 6,026 x 10* olarak hesaplanmistir. Bu sonug
[Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin sahip oldugu OH grubunun halkamin diizlemselligini

arttirarak DNA baz giftleri arasina daha kolay yerlesebilmesinden ileri gelmektedir.

UV-Vis titrasyon sonuglarina paralel sekilde agaroz jel elektroforez ¢alismalarinda
[Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksi DNA’y1 daha diisik derisimlerde bozarak bu kompleksin
[Pt(bpy)(PIP)]**’e gore DNA ile daha kuvvetli etkilestigi goriilmiistiir. Ayni sekilde vizkozite
calismalarinda aym [Pt)/[DNA] oranlarinda [Pt(bpy)(PIP)]*? kompleksi bagil vizkoziteyi
1,026°ya kadar ¢ikartirken [Pt(bpy)(HPIP)]"? kompleksi 1,03 degerine ¢ikararak DNA’y1 daha

fazla bozdugu anlagilmistir.

Diger metodlarin aksine florumetri calismalarinda [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin baglanma
sabiti degeri [Pt(bpy)(PIP)]** kompleksinden daha diisiik bulunmustur.[Pt(bpy)(HPIP)]*?
kompleksinin baglanma sabiti UV titrasyon metoduyla 6,026 X 10* olarak hesaplanirken
florumetri sonuclarina gore 2,19x10* bulunmustur. Bu durum DNA yariklarinda EtBr ve
[Pt(bpy)(HPIP)]* kompleksinin ayni anda bulundugunu gdstermektedir. [Pt(bpy)(HPIP)]™
kompleksi OH grubu sayesinde ekstra diizlemsellik kazanirken OH grubunun fenil halkasina
elektron pompalamasi nedeniyle hidrofobik 6zelligini azaltmaktadir. Bu da [Pt(bpy)(HPIP)]*2
kompleksinin hidrofobik 6zelligi yliksek olan DNA i¢ ksimina girerek EtBr molekiillerini

disar1 itmesini engellemektedir.
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Sonug olarak tiim veriler incelendiginde her iki kompleksin de DNA’ya interkalasyon yaptigi
ancak sahip oldugu diizlemsellik sayesinde [Pt(bpy)(HPIP)]** kompleksinin DNA’ya daha

kuvvetli baglandig1 anlagilmistir.
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