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OZET

DNA FTALOSIYANIN ETKILESIMLERININ
UV- GORUNUR BOLGE, FLORESANS SPEKTROSKOPISI, JEL
ELEKTROFOREZ VE ERIME YONTEMLERI iLE INCELENMESI

Biisra PEKPAZAR
Yiiksek Lisans Tezi
Analitik Kimya Ana Bilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Esra BAGDA
2021, 78+xvii sayfa
Genetik bilginin taginmasi ve saklanmasi gibi en bilinen 6zelliklerinin

yaninda hiicre proliferasyonundaki aktif gorevinden dolayr DNA molekiilii
oldukga 6nemli bir ilag hedefidir.

Normal hiicrelere nazaran kanserli hiicrelerin metabolizmasi oldukca
hizhidir ve bu hiicrelerde transkripsiyon ve DNA replikasyonu oldukca
artmigtir. Bu  biyolojik slireglerin  durdurulabilmesi ya da sekteye
ugratilabilmesi kanser tedavisinde umut verici bir yaklasimdir. DNA ile
etkilesen molekiiller hiicre proliferasyonunu degistirebilecegi/sekteye
ugratabileceginden dolay1 kanser ilaci olabilme potansiyellerine sahiptir.
Ftalosiyaninler singlet oksijen verimi yliksek bilesiklerdir ve yeni sentezlenen
ftalosiyanin bilesiklerinin fotodinamik kemoterapi ajani olarak kullanilma
potansiyelleri vardir. Bu tez kapsaminda DNA ile etkilesebilecegi diisiiniilen
ftalosiyanin molekiiliiniin ct-DNA ile etkilesimi UV- Goriiniir bolge, floresans
spektroskopisi, jel elektroforez ve erime yontemleri ile incelenmistir.

Tez kapsaminda suda ¢dziiniir indiyum merkez atomlu 4-(N-metil)-
merkaptopiridin siibstitiie ftalosiyanin bilesiginin ¢ift sarmal DNA etkilesimi
arastirilmistir. Ftalosiyanin molekiiliiniin DNA ile etkilesimi farkli tekniklerle
arastirllmistir. Ftalosiyanin bilesiginin ct-DNA etkilesimine dair UV-Gor.
spektroskopik calismalart sonucunda baglanma sabiti (Kb) 107 M’
mertebelerinde bulunmustur. Stern-Volmer esitliginden soniimleme sabiti
8,5x10* M olarak hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglar kapsaminda yeni sentezlenen ftalosiyanin
bilesiginin ct-DNA ile etkilestigi ve bilesigin kanser tedavisinde kullanilma
potansiyeli oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler DNA, ftalosiyanin, antikanser
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERACTION OF PHTHALOCYANINE WITH
DNA WITH FLUORESCENCE SPECTROSCOPY, GEL
ELECTROPHORESIA AND MELTING METHODS
Biisra PEKPAZAR
Master of Science Thesis
Department of Analytical Chemistry
Supervisor: Ass. Prof. Esra BAGDA
2021, 78+xvii pages

The DNA molecule is a very important drug target due to its active role

in cell proliferation as well as its most well-known features such as transport
and storage of genetic information.

Compared to normal cells, the metabolism of cancer cells is quite rapid
and transcription and DNA replication are considerably increased in these
cells. Being able to stop or disrupt these biological processes is a promising
approach in cancer treatment. Molecules interacting with DNA have the
potential to be cancer drugs, as they can change/disrupt cell proliferation.
Phthalocyanines are compounds with high singlet oxygen yield and newly
synthesized phthalocyanine compounds have the potential to be used as
photodynamic chemotherapy agents. In this thesis, the interaction of
phthalocyanine molecule with ct-DNA, which is thought to interact with DNA,
was investigated by UV-Visible, fluorescence spectroscopy, gel electrophoresis
and melting methods.

Within the scope of the thesis, the double-stranded DNA interaction of
the water-soluble 4-(N-methyl)-mercaptopyridine  substituted indium
phthalocyanine compound was investigated. The interaction of the
phthalocyanine molecule with DNA has been investigated with different
techniques. As a result of UV-Vis. spectroscopic studies, the binding constant
(Kb) of interaction of the phthalocyanine with ct-DNA was found to be in the
order of 10" M. The fluorescence quenching constant was calculated as
8.5x10* M! from the Stern-Volmer equation.

Within the scope of the results obtained, it was found that the newly
synthesized phthalocyanine compound interacts with ct-DNA and the
compound has the potential to be used in cancer treatment.

Keywords: DNA, phthalocyanine, anticancer
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1.GIRIS

Kanser tedavisinde DNA’nin hedeflenmesi olduk¢a onemlidir. DNA’ya
baglanabilen kimyasallar tiimoér hiicrelerinin ¢ogalmasini ve biiylimesini
yavaglatabilir, ayrica DNA’nin kendini eslemesini (replikasyon) farklilastirarak
antikanser tedavisinde kullanilabilir (Barut, 2016). Antikanser ilaglar ile DNA
arasindaki etkilesimler olduk¢a karmasiktir. Antikanser ilaglar ve DNA arasinda
oluklara baglanma, elektrostatik ¢ekim, hidrojen baglar1 ve interkalasyon gibi farkl
baglanma  tiirleri vardir. Interkalatif (interkalasyon) baglanma DNA
amplifikasyonunun (sayisal cogaltilmasi) ve replikasyonunun inhibisyonu igin

olduk¢a dnemlidir (Huang vd., 2019; Yang vd., 2013).

Cift sarmalli DNA’da biiyiikk ve kiiclik oluklar, molekiillerin DNA ile
birlesmesi i¢in bazlarda bulunun hidrojenlerin ydnlendirmesiyle molekiiler bilgi
kanallar1 gibi davranir. Biiylik molekiiller biiyiik oluklardaki 6zgiil etkilesimlerden
dolay1 niikleik asitlere baglanir. Kiiclik molekiiller ise baz ciftleri arasina veya daha
kiigiik oluklara ya da her ikisine birden baglanabilir (Banti vd., 2014). DNA’nin
nanopartikiiller yani kii¢ilk molekiiller ile etkilesimi klinik ve ila¢ sentezleme

acisindan oldukga 6nemlidir (Biswas vd., 2017).

DNA’ya baglanan kiigiik molekiiller tekli veya g¢oklu mekanizmalarla
etkilesim gosterir. Bu mekanizmalar genellikle Coulombic ve Van der Walls,
hidrojen bagi, elektrostatik ¢ekim ve istifleme kuvvetleriyle gerceklesir. Halkali
yapida ki kimyasallardan yapilarinda heterosiklik ve/veya aromatik halkalar
bulunduran ilag ve ligandlar farmakolojik etki gdsterebilirler. Antiviral,
antibakteriyel ve antikanser ilaclarin hedefleri genellikle DNA’dir (Ataci, Ozcelik,
& Arsu, 2018).

Ftalosiyanin (Fs) kelime kokii yunancaya dayanmaktadir ve yunanca nafta
(kaya yagi) ve siyanin (koyu mavi) ifadelerinden olugmaktadir. Ftalosiyaninler 18-xt
elektron sistemi olan azo-metin baglarina sahip dort tane pirol tiirevinin bir araya
gelmesiyle olusan makrosiklik bilesiklerdir. Ftalosiyaninlerin maviden sarimsi
yesile kadar renkleri degismektedir. Yapisal bakimdan porfirinlere benzerlik

gosterirler. Fakat porfirinler gibi dogal olarak bulunmazlar (Ece & Saka, 2012).
1



Ftalosiyaninler ¢ok karali diizlemsel yapidaki makrohalkadir. Bu halkaya bir
metal iyonu veya iki proton baglanmasi durumunda nétrallik saglanir. Periyodik
cetvelde ki metal iyonlarinin neredeyse tamaminin kullanimi sonucunda ¢ok sayida

metalli ftalosiyaninler sentezlenmistir (Yildirim, 2014).

Metalli ftalosiyaninler vakum altinda 900 °C ’ye kadar bozunmaya karsi
dayaniklidirlar. Genel olarak ftalosiyaninlerin kaynama ve erime noktalar1 ¢ok
yliksektir. 18-n delokalize elektron yapisina sahip olmasi sebebi ile UV-goriiniir
bolgede spesifik absorpsiyon bandlari olustururlar. Bu bandlarin 270-230 nm’de
olusan absorpsiyon bandlarina L bandi, 285-330 nm’de olusan absorpsiyon
bandlarina N bandi, 420-320 nm’de olusan absorpsiyon bandlarina B bandi veya
Soret bandi, 600-720 nm’de olusan absorpsiyon bandlarina Q bandi adi
verilmektedir (Cetinkaya, 2015).

Ftalosiyaninlerin periferal ve non periferal olarak adlandirilan iki konumu
vardir. Bu konumlara farkli gruplarin baglanmasi ile farkli ftalosiyaninler ve
tiirevleri sentezlenebilir. Ftalosiyaninlerin ¢oziiniirliik 6zelliklerini ve spektroskopik
ozelliklerini periferal veya non periferal uclara eklenen siibstitiient gruplan etkiler

ve degistirir (Karakas, 2019).

Azot atomu iceren halkali yapilardan piridin, piperidin ve piperazin gibi
altili halka yapisina sahip olan gruplar ftalosiyaninlerle siibstitiient olarak bir araya

geldiklerinde biyoloji, tip ve endiistri gibi alanlarda kullanilirlar (Kogan, 2019).

H
Il\/::ibj i f”j O
r- M S S g
’ M M MN
N H H H
piridin piperidin piperazin maorfalin

Sekil 1. 1 Azot atomu igeren, bazi alt1 tiyeli halkalar (Youtricha, 2019).



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. Ftalosiyaninler

2.1.1. Ftalosiyaninlerin Tarihc¢esi

Ftalosiyaninler ilk olarak 1907 yilinda mavi-yesil renkli ve yapisi
bilinmeyen bir yan iiriin olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yan iiriinii Braun ve Tcherniac
isimli iki bilim insani sentezlemistir. Yapis1 ¢oziimlenemeyen bu {iriin ftalimit ve

asetik asit ile yapilan o-siyanobenzamidin sentezi sirasinda ortaya ¢cikmistir (Cakir,

2014).

0
| oA = CN Mavi Uriin (H,Pc)
" Asetik Asit _ | Etil Alkol ! 3
| — 85 Disik Verim
0 0

Sekil 2. 1 Ftalimitden olusan metalsiz ftalosiyanin (Cakir, 2014).

1927 yilinda yani 20 yil sonra Diesbach ve Van Der Weid ilk metalli
ftalosiyanin bilesigini elde etmiglerdir. 200 °C* de piridin igerisinde 1sitilan o-
dibromobenzenin bakir (I) siyaniirle tepkimesi sonucu yan iiriin olarak bakir

ftalosiyanin kompleksi ortaya ¢ikmistir (Sarki, 2014).

Br ( (]\
— » Mavi Uriin (CuPc¢)
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r

|,2-dibromobenzen ftalonitril

Sekil 2. 2 O-dibromobenzenden bakir ftalosiyanin eldesi (Pigkin, 2019).

1928 yilinda Iskogya’da bulunan bir sirkette endiistiriyel anlamda ftalik
anhidrit ve amonyak ftalimid sentezleri sirasinda bir anormallik fark edilmistir.

Scottish Dyes Limited Sirketi’'nde Grangemounth tesislerinde gerceklesen mavi-



yesil renklerinde goriilen bu anormallik, yani homojen olmama durumunun
kaynagina bakildiginda reaktor lizerinde ki sistemden sizan ftalimidin demir ile
yaptig1 bir kompleksten meydana geldigi anlagilmistir. Bu kompleksin ¢ok kararl
ve pigment dzelligi gdsteren bir iiriin oldugu anlasilmistir. Uriiniin ¢6ziinmeyen
pigment 6zellik tasimasi onun iizerinde ki arastirmalar1 siklastirmigtir. Uriin yapist
hakkinda bilgi sahibi olunmadigindan arastirma yapabilmesi i¢in bir miktar iirlin

Prof. Reginal P. Linstead tarafina gonderilmistir (Cakir, 2014).
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Sekil 2. 3 ilk sentezlenen demir (II) ftalosiyanin (FeFs) bilesigi (Baygu, 2019).

1933 yilinda Prof. Reginal P. Linstead ve arkadaslari tarafinda yapilan
aragtirmalar sonucu ftalosiyaninlerin yapist hakkinda ki ilk Oneriler sunulmustur.
Robertson’in X-ray cihazi ile yapmis oldugu analiz sonucunda, ortaya koyduklari

onerileri kanitlamiglardir (Baygu, 2019).



Sekil 2. 4 Yapis1 X-ray ile aydinlatilan ftalosiyanin bilesigi (Baygu, 2019).

2.1.2. Ftalosiyaninlerin Yapisi

Ftalosiyaninler makro-heterohalkali bilesiklerdir. Bu bilesikler mezo
konumdaki azot atomlarinin birbirlerine baglanmasi ile olusan toplamda dort adet
olan izoindol iinitelerinden olusur. Ftalosiyaninlere baglanan metaller makrosiklik
yapmin fotokimyasal, yiikseltgenme-indirgenme oOzelliklerini 6nemli derecede
etkiler. Cogunlukla metal tuzlar ile ftalimid, ftalonitril, ftalik anhidrit ve bunlarin
tirevleri ile olusan reaksiyonlar sonucunda ftalosiyaninler elde edilir (Arucu,
2019). Metal atomlariin neredeyse hepsi ftalosiyaninler ile kompleks bilesikler
olusturabilirler. Cogunlukla kaynama noktasi1 yiiksek bir ¢oziicli igerisinde metal
tuzu ile ftalosiyanin tiirevlerinden (ftalik asit, ftalimid, 1,2-dibromobenzen vb.)
kullanilmas1 sonucunda metalli ftalosiyanin tiirevi elde edilir.
Bir ftalosiyaninin merkez atomunda metal atomu var ise MFs ifadesi ile belirtilir.
Ftalosiyaninin merkezin de metal atomu yok ise Fs ifadesi veya H:Fs ifadesi ile

belirtilir (Sen, 2019).
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Sekil 2. 5 Metalsiz ftalosiyanin (HzFs) ve metalli ftalosiyanin (MFs) (Cakilkaya, 2019).
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Sekil 2. 6 Metalli ftalosiyanin sentez yontemleri (Pigkin, 2019).
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Sekil 2. 7 Metalsiz ftalosiyanin sentez yontemleri (Piskin, 2019).

Aromatik, diizlemsel ve halkali yapiya sahip olan ftalosiyaninlerin, halkali yapisi
sayesinde merkez boslugunda cesitli metal iyonlart bulundurabilmesi ile gesitli
metal igerikli ftalosiyaninler sentezlenir. Modifiye edilebilmelerinden dolay1
hidrofiliklik ve spektroskopik 0Ozellikleri birbirinden farkli ftalosiyaninler
sentezlenebilir. Metalli ftalosiyaninler, metal iyonundan dolay1 yiiksek singlet
oksijen kuantum verimleri ve triplet uyarilmis durumda kalma Omiirlerinden
kaynakli, fotodinamik terapi i¢in uygun fotosensitizerdirler. Diizlemsel yapida
olmalarindan dolay1 ftalosiyaninler ¢ozelti ortamlarinda agregasyona meyillidirler
(Nalcaoglu, 2019). Ftalosiyaninlerin metal elementleri ve germanyum, silisyum,
bor ve arsenik gibi metaloitlerle birlikte yaklasik olarak 70 farkli elementle
koordine kovalent bag yaptig1 bilinmektedir. Ftalosiyaninlerde meydana gelen =-
istifi (m-stacking) yapisinda ki 18-m elektronik sisteminden kaynaklanir. Bu durum
ftalosiyaninlerin ¢oziiniirliigiinii olumsuz yonde etkilemektedir. Bilesiklerdeki -
istifi engellendik¢e ¢Oziliniirliik artmaktadir. Ligantlarin merkez atoma aksiyal
konumda baglanmasi, genis hacimli siibstitiientlerin periferal veya non-periferal
bolgeye baglanmasi ile m-istifi engellenebilir (Sofuoglu, 2019). Ftalosiyaninde

periferal bolge, nitril grubunda beta konumlarindaki karbonlardir. Non-periferal

bolge ise alfa konumundaki karbonlardir (Ulugan, 2019).



P Periferal
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Periferal Olmayan

Merkez Metal ivonu

Sekil 2. 8 Periferal ve non preiferal kisimlar (Ulusan, 2019).
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Sekil 2. 9 M: Metalin eklenebilecegi bolge L: Farkli aksiyal ligandlarin baglanabilecegi
bolge S,X: ¢esitli yan gruplarin baglanabilecegi bolge (Ulusan, 2019).

2.1.3. Ftalosiyaninlerin Adlandirilmasi ve Simiflandirilmasi

Ftalosiyaninler adlandirilirken metal bulundurup bulundurmamasina gore
metalli ftalosiyaninler ve metalsiz ftalosiyaninler olarak adlandirilir. NiFs gibi
metalli ftalosiyaninler de adlandirma yapilirken 6nce metal okunur. Co:Fsz, LuFs2
gibi top-tipi ftalosiyaninler son zamanlarda sentezlenen ftalosiyaninlerdir. Bu
ftalosiyaninlerde adlandirma yapilirken M:Fs> veya MFs: formiilleri kullanilir.
Makrosiklik yapiya sahip olan ftalosiyaninlerin sisteminde bulunan dort adet
benzen halkasina baglanabilmek i¢in on altt konum mevcuttur. Bu konumlardan 8

tanesi 2, 3, 9, 10, 16, 17, 23, 24 numarali karbon atomlar1 disa ait yani periferal



konumlardir. 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25 numarali karbon atomlar1 ise periferal

olmayan yani non-periferal konumlardir (Kokci, 2020; Yetgin, 2019).
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Mezo konumlar (6,13,20,27)

Sekil 2. 10 Ftalosiyaninlerde numaralandirma (Y etgin, 2019)

IUPAC isimlendirmesi kullanilan makrohalkaya sahip ftalosiyanin
kompleksleri ““a-(L)-n&p-S-FsM” formiilii kullanilarak isimlendirilir. Periferal
konumlara baglanan ligandlar (CI-, OH™, F") [B-siibstitiie ftalosiyanin kopleksi
olarak adlandirilir. Non-periferal konumlara baglanan ligandlar ise a-siibstitiie

ftalosiyanin kompleksi olarak adlandirilir.
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Merkez iyonuna Merkez | Ftalosivanin Benzo Benzo
bagh aksiyel 1yonu siibstitiientlerin stibstitii
ligand — numara ve entin
Ve sayisl konumlan ada

t= tetraperiferal
op= oktaperiferal
onp=
oktanonperiferal

Pc ; ftalosiyanin Benzo siibstitiient (S)

NPc ; naftalosiyanin Cn ; alkil = -CnHan+

M ; merkez katyon OCn ; alkoksi = -OCnHzn-1
Siibstitiientlerin Numaralari ve Pozisyonlar1 (n&p) CO:Cn ; alkil ester = -CO-CnHzn+
tp ; tetra-periferal= 2, 9(10), 16(17), 23(24) CO:H ; karboksilik asit = -CO-H
tnp ; tetra-nonperiferal= 1, 8(11), 15(18), 22(25) CN  ; nitril (siyano)

op ; okta-periferal=2, 3, 9, 10, 16,17, 23, 24
onp; okta-nonperiferal= 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25
Merkez Katyona (M) Bagli Aksiyel (a) Ligandlar (L)

CI™ ; kloriir
OH~; hidroksil
F~ ; floriir

Sekil 2. 11 Ftalosiyanin halkali yapisinin kolay adlandirma semasi1 (Saglam, 2020; Mutlu,
2019).
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Ftalosiyaninler icerdigi metal atomuna gore, siibstitiie grubuna gore,
stibstitiisyon konumuna gore ve siibstitliisyon sayisina gore siniflandirilir (Mutlu,

2019).

icerdigi metal atomuna gore

Siibstitiie Eruba gire .

Siibstitiisyon konumuna gore

Siibstitiisyon sayisina gire

-

Sekil 2. 12 Ftalosiyanin komplekslerinin siniflandirilmasi (Mutlu, 2019).

L

2.1.4. Ftalosiyaninlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden kaynaklanan termal kararhiliklari, essiz
optik Ozellikleri, asit ve alkalilere karsi direngleri, goriiniir bolgede yiiksek
absorpsiyon yapmabilmeleri ftalosiyanin bilesikleri iizerindeki ¢alismalarin
artmasina neden olmustur. Asitlere kars1 dayanikli olmasi ftalosiyaninlerin siilfiirik
asit ¢ozeltisinde kristallendirilerek saflagtirilmasina olanak saglar. Ftalosiyaninlerin
¢Oziiniirliigliniin az olmasinin nedeni geometrik sekli ve 18-n elektron sisteminde
olusan giiclii etkilesimlerdir. Fakat polar veya apolar organik ¢oziiciilerde
¢Oziintirliikkleri, ftalosiyaninlerin periferal, non-periferal ve eksenel pozisyonlarina

lipofilik siibstitiientler eklenerek arttirilabilir (Ozdemir, 2019).
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Kimyasal oOzelliklerinin degiskenligi ftalosiyaninlerde merkez atom ve
stibstitiientlere baglidir. Baz1 6zellikler metalik ftalosiyaninleri ¢esitlendirir. Birinci
cesit ftalosiyaninler organik ¢oziiciilerde ¢oziinmezler ¢iinkii alkali ve toprak alkali
metallerine sahiptirler. Ayrica yiiksek 1sili, vakumlu ortamlarda kat1 halden gaz
haline gecis yapmazlar. Asitlere kars1 dayanikli olduklarindan asitli ortamlarda
kolaylikla metalsiz ftalosiyanin formuna gegebilirler. ikinci gesit Fs’lerde kismi bir
¢Oziinme s6z konusudur. Bu ¢6zlinme de kinolin, kloro naftalin gibi ¢oziiciiler rol
oynamaktadir. Metalli ftalosiyaninlerin, kararli olabilmesi i¢in metal atomu ve
merkez kaviteninin ¢ap1 uygun olmalidir. Ftalosiyaninlerde merkez kavitenin ¢ap1
1.35 A’dur. Metal atomlarinin ftalosiyaninlerden kolaylikla kopmasi bu ¢ap ile olan
uygunluklarina baghidir. Kisacas1 bir metalin atomik c¢ap1 1.35 A’dan ¢ok biiyiik
veya ¢ok kiiciik ise metal atomu ftalosiyaninden kolayca ayrilabilir (Cakir, 2020).

Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd Th Dy Ho Er Tm Yb Lu

Th Pa U Np Pu Am

Sekil 2. 13 Ftalosiyaninlerin merkezine baglanabilen elementlerin periyodik tablo
gdsterimi (Ozdemir, 2019).

Ftalosiyaninlerin fiziksel olarak en dikkat ¢eken Ozellikleri maviden yesile
dogru olan renkleridir. Bu renkler kimyasal ve kristal yapisina bagli olarak

degismektedir.

Bazi elementler ftalosiyaninlerin merkez atomuna baglanarak onun yapisini
degistirirler. Cogu zaman yapisi dort koordinasyonlu kare diizlemsel iken merkez
metal atomuna farkli molekiillerin baglanmasi ile bes koordinasyonlu veya alti
koordinasyonlu yapilara sahip olurlar. Bes koordinasyonlu yapiya kare tabanl

piramit denir. Alt1 koordinasyonlu yapiya ise tetragonal denir. Kristal yapiya sahip
12



olan ftalosiyaninlerin en 6nemlileri a-formu ve B- formudur. En sik karsimiza f3-
formu c¢ikmaktadir. B- formunun en bilindik 6zelligi termodinamik anlamda en
karal1 yapiya sahip olmasidir. Diger bir kristal yapt olan o-formun da ise
ftalosiyanin molekiil sayist ¢ok daha fazladir bunun sebebi iist iiste istiflenmis
olmasidir. X- 1g1n1 difraksiyonu ile bu yapilar birbirinden ayrilabilir. Ayrica kristal
yap1 formlarinda goriilen, baska bir kristal yap1 ise x- formudur. Bu yap1 a-

formundan tiiretilmektedir (Waesama-Ae, 2020).

L L
No-=======-=N Np==f === N N N
/ \M/:' \M/": / \M/i
; Y G/ !
NN RN RN
L
Kare diizlemsel Kare tabanh piramit Tetragonal

(dort koordinasyonlu)  (bes koordinasyonlu) (altr koordinasyonlu)

Sekil 2. 14 Ftalosiyanin molekiiliin geometrik yapisi (Waesama-Ae, 2020)
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Sekil 2. 15 Ftalosiyaninlerde kristal yap1 formlar1 (Waesama-Ae, 2020).

2.1.5. Ftalosiyaninlerin Kullanim Alanlarn

Ftalosiyaninler sentezlenirken kullanim alanina uygun bir sekilde siibstitiie
edilmelidir. Ciink{i ftalosiyaninlerin yapisindaki metaller ile yapmis oldugu
baglanmalar ftalosiyaninin yapisinda kimyasal, fiziksel, fotokimyasal ve
fotofiziksel degisikliklere neden olmaktadir (Demir, 2020). Ftalosiyaninlerin

kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore kullanim alanlar1 degisir (Bekaroglu, 2000).

Agrege olma Ozeliklerinden ve ¢oziiniirlik problemlerinden dolay1
ftalosiyaninlerin kullanim alanlar1 kisitlanmaktadir. Fakat buna ragmen yapilan
arastirmalar sonucunda ftalosiyaninlerin gesitli gruplar ile siibstitiie edilmesiyle
birlikte ¢esitli kullanim alanlar1 i¢in bircok istenilen oOzellikleri kazandiklar
kanitlanmistir. Boylece ftalosiyaninler siv1 kristal, optik veri depolama, giines pili,
fotodinamik terapi, IR radyasyon absorplayici, katalizor gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir (Temizel, 2019). Ftalosiyaninler ¢ok bilindik renklendiricilerdir.

14
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Yogun renkleri yani sira, 18-m elektron konjuge sistemleri sayesinde daha dikkat

cekici ozellikleri kesfedilmistir (Kulag vd., 2007).

Deterjan, sabun, yiizey renklendirme, tekstil, baski, miirekkep gibi iirlinlerin
renklendirilmesinde boyar madde olarak kullanilmasinin yani sira endiistri
alanlarinda da ftalsiyoninler aktif olarak kullanilmaktadir. Endiistri alanlarinda
Fs’lerin tercih edilmesinin en 6nemli nedeni maviden yesile uzanan renk tonlaridir.
Ayrica ftalosiyaninler, periyodik tablodaki bilesiklerin geneli ile bag kurabilmesi ve
redoks aktif metal iyonlarinin da yardimi ile bir¢ok kimyasal tepkimeyi
hizlandirmasindan dolay1 katalizér olarakda kullanilmaktadir. Ftalosiyaninler
indirgeyici ve yikseltgeyici katalizorler olarak kullanilmaktadir. Metalik
ftalosiyaninler genellikle indirgeme tepkimelerinde kullanilan bir katalizor olsa da
her zaman bu durum bdyle degildir. Ornegin kobalt ve demir elementlerine sahip
ftalosiyaninlerin heterojen yiikseltgeyici katalizor etkileri bulunmaktadir. Heterojen
yiikseltgeyici katalizorler ham petrollerden kokulu tiyollerin arindirilmasinda

kullanilir.

Sivi kristal olarak kullanilan ftalosiyaninlere hem kati hem sivi faz
Ozelliklerini gosterebildigi ve termodinamik olarak kararli bir yapiya sahip
maddeler olduklar1 i¢in sivi kristal denilmistir. Sivi kristal maddelerin yapisi
stvilara gore daha ince ve uzundur. Kalite kontrol cihaz ekranlari, havacilik sanayi,
bilgisayar gibi dijital iirlinler, otomativ sanayi, giines pili, yar1 iletken {iriinler gibi

bir¢ok alanda s1v1 kristal 6zelliginden dolay1 kullanilmaktadir (Cetinkaya, 2019).

2.2. Deoksiriboniikleik Asitler

2.2.1 Deoksiriboniikleik Asit Tarihcesi

Hoppe Seyler’in 6grencisi olan Friedrich Miescher hiicre yagaminin nasil
oldugu, temellerinin neye dayandigi kisacasi hiicrenin kimyasal yapis1 hakkinda
bilgi sahibi olmak istemis ve bu yolda en yalin ve bagimsiz hiicre tipi olan
lenfositlerden yararlanmistir. Fakat lenf diiglimleri Tlzerinden lenfositleri
saflastirmak zor ve analiz i¢in yeterli miktarda lenfosit bulmak neredeyse imkansiz
bir hal almigti. Friedrich Miescher, 6gretmeninin onerisi ile akyuvarlari (16kosit)

aragtirmaya basladi ve bunun i¢in Tiibingen yakinlarinda, saglik merkezlerinde ki
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sargl bezlerinde bulunan irin, yara tabakasindan izole ettigi lenfositler ile 1869
senesinde ilk kez hiicre ¢ekirdeginde DNA varligimi belirlemis ve niikleus (hiicre
cekirdegi) isminden esinlenerek asidik bir yap1 olan bu yapiya “niiklein” admi
vermistir. Daha sonra ¢aligsmalarina devam eden Friedrich Miescher somon balig1
ile yaptigi calismada baligin spermasindan yararlanarak ilk kez DNA’y1
saflagtirmistir (Dahm, 2005; Kiraz, 2019).

Rosalind Franklin’in de yardimlar1 ile Watson ve Crick’in DNA model yapisi
iizerinde ki ¢alismalar1 sonucunda Watson’in A her zaman T bazi ile G her zaman
C baz ile eslestigini bulmasi, Crick’in seker ve baz arasindaki baglarin konumunu
bulmas1 ve Franklin’in X-1g1n1 kirimu ile yaptig1 ¢aligmalar sonucunda B- tipi DNA
kristalinin bulunmasi1 ve X-1sim1 verilerinin ikili sarmal modeli desteklemesi ile
1953 yilinda DNA modelinin ¢ift sarmalli bir yapiya sahip oldugu bulunmustur
(Bansal, 2003).

Sekil 2. 16 Franklin tarafindan B-tipi DNA kristalinin X-1g1m1 fotografi (Bansal, 2003).
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Sekil 2. 17 Cift sarmalli DNA yapis1 (Dursun, 2009).

2.2.2 Deoksiriboniikleik Asit Yapisi1 ve Ozellikleri

Isminden de anlasilacag: iizere DNA molekiilleri niikleotid adi verilen
niikleik asit molekiillerinden olusur. Niikleik asitlerin yapi tasi olan bu niikleotidler
iki uzun polimer zincir ve baz, seker, fosfat grublari olmak iizere ii¢ bilesenden
olusur. Fosfat grubu ve pentoz sekeri arasinda fosfodiester bagi bulunurken pentoz
ve azotlu baz grubu arasinda glikozit bag1 bulunur. ki halkali yapiya sahip olan
plirin ve tek halkali yapiya sahip olan pirimidinler azotlu baz tiirleridir.
Niikleotitleri olusturan niikleozitler ester baglari ile fosfat grubuna baglanir boylece
azotlu baz ve seker grubundan olusan yapinin niikleozit olarak adlandirildig:
anlasilir. Kisacasi niikleozitler seker ve baz bilesenlerinden olusur. Niikleotidler ise
fosfat, seker ve baz bilesenlerinden olusur. Niikleozitler ve fosfat bilesenlerinin

olusturdugu bu iki iplik z1t yonliidiir.

DNA’nin en onemli ozelligi genetik bilgiyi muhafaza etmesidir. Boylece
genetik cesitlilik ve canliligin devam etmesini saglayan biyolojik etkenleri tagimis
olur. Bu genetik bilgi kodlar1 canlidan canliya, seker grubuna baglanan dort ¢esit
baz molekiilleri ile saglanir. Bu baz molekiilleri protein sentezi esnasinda okunur ve
proteinlerin yapi1 tasi olan aminoasit dizilimini belirler. Bu esnada transkripsiyon
denilen durum gergeklesir. Transkripsiyon, DNA’nin tasidigi kodun veya bilginin
DNA yapisina ¢ok benzeyen RNA (riboniikleik asit) iizerine kopyalanmasina denir

(Kapgak, 2017; Salem, 2016).
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Sekil 2. 18 (a) Tek halkali pirimidin yapist , (b) Cift halkali piirin yapis1 (Salem, 2016)

Yaklasik olarak {i¢ milyar baz cifti bulunan insan DNA’sinin ¢ok biiyiik bir kismi1
diger insanlar ile aynidir. Bu bazlar C-G ve A-T olarak eslesir. Azotlu baz
tiirlerinden olan piirin ve pirimidinler bu bazlardan olusur. Piirin bazlar1 adenin ve
guanindir. Piirin bazlar1 diger bazlara gére daha biiyiik yapiya sahiptir. Pirimidin
bazlar1 ise timin ve sitozindir. Urasil’ de bir pirimidin bazidir fakat DNA’da degil
RNA’da bulunur. Piirin ve pirimidin bazlar1 hidrofobiktir. Yani notr molekiiller ve
apolar ¢oziciiler ile etkilesimlerinde kararlilik gosterirler ve su igerisinde

kiimelenme gosterirler (Mohammed, 2016).
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Sekil 2. 19 DNA ve RNA yapisinda bulunan bazlarin yapisi (Salem, 2016).
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Genel olarak inceledigimizde hiicerede asil faaliyetler DNA tarafindan
yonetilir. Yani canli i¢in en 6nemli biyolojik etkinlikler DNA molekiilii tarafindan
kargilanir. Distan ige dogru bakildiginda kromozomlar1 DNA’lar olusturur,

DNA’lar1 genler olusturur ve genleride niikleotitler olusturur.
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Sekil 2. 20 Adenin ve timin arasindaki hidrojen baglar ile guanin ve sitozin arasindaki
hidrojen baglar1 (Ozbeden, 2018).

Cift sarmal yapiya sahip olan DNA molekiiliinde ki bu zincirler fosfat ve
seker iskeleti tizerinde 5’ ucundan 3’ ucuna dogru zit yonlii olarak baglanir ve ¢ift
sarmal yapiy1 bu sekilde olustururlar. DNA’da adenin bazi her zaman kars1 iplikteki
timin bazina baglanir ve adenin ile timin bazi arasinda ikili hidrojen bagi meydana
gelir. Guanin bazi ise her zaman kars1 iplikteki sitozin bazina baglanir ve guanin ile
sitozin bazi1 arasinda ti¢lii hidrojen bagi meydana gelir (Ozbeden, 2018). Birbirlerine
zit olarak konumlanan bu zincirler bir merkez eksen ¢evresinde sag-el ikili
sarmalin1 olustururlar. Ikili sarmal icerisinde ki bazlar diizlemsel bir yapidadir ve
zincirlere dik olarak baglanmaktadir. Hidrojen bagi ile birbirine baglanarak
kendisini eslestiren baz gruplari arasindaki baglarin mesafesi 3,4 A’dir. DNA
sarmalmin ¢apt 20 A’dur. Bu dizilim sebebinden dolayr DNA sarmali iizerinde
biiylik ve kiiclik oluklar olusur. Bu sarmal yapinin birbirinden ayrilmadan sarmal
yapisini koruyabilme sebebi, bazlar igerisinde ki gii¢lii hidrojen baglari, sarmalin
icinde ve disinda korunan kisimlar, polar 6zellikte olan hidrofilik yapilar ve apolar

0zellikte olan hidrofibik yapilardir (Kapgak, 2017).
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Sekil 2. 21 DNA sarmalindaki zit yonlii zincirler (Kapgak, 2017).

DNA molekiiliiniin hiicrede iki gorevi vardir. ilk gérevi hiicre boliinmesinde
kromozomlar ikiye bdliiniirken kendini eslemesidir. Cift sarmalli yap1 igerisinde
hidrojen baglar1 koparak, cift sarmali olusturan zincirler yani dig omurga ayrilir ve
icerde kalan niikleotit uglar1 hiicrede serbest halde bulunan Onceden {iretilmis
niikleotitler ile tamamlanir ve iki es DNA olusur. DNA’nin kendi kopyasini
olusturmasina duplikasyon denir. DNA’nin ikinci goérevi ise transkripsiyondur.
Transkripsiyon sonucu RNA’ya aktarilan bilgi hiicrenin protein, enzim tiretiminde

yer alan ribozom tarafindan kullanilir (Bostanci, 2016).

Niikleotidlerin olusturdugu baglar1 pargalayan bazi enzimlerden niikleaz
olarak bilinen enzimlere endoniikleaz denir. Eger niikleotidlerin olusturdugu baglar

iki ugtan parcalaniyor ise ekzoniikleaz denir. DNA sarmalinda, iskelet yapis1 geregi
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dis kisminda geker ve fosfat olmast DNA’nin dis kisminin hidrofilik 6zellige sahip
olmasina neden olurken i¢ kisminda ise bazlar bulundugu icin hidrofobik 6zellige
sahip olmasina neden olur. Piirin ve pirimidin bazlarinin birlesmesi ¢ok 6zeldir.
Oyle ki DNA molekiiliiniin yapisinda bulunan niikleotidlerin birleserek olusturdugu
poliniikleotid yapilar her zaman ikinci zincirin devami niteligindedir. Yani bir
zincirdeki baz dizilimi verildiginde ikinci zincirin baz dizilimi tespit edilebilir.
Sicaklik DNA yapist i¢in 6nemli bir parametredir. DNA ¢ift sarmalli yapisinin
bozunmasina denatiirasyon denir ve bu yapinin bozunup bozunmadigi 260 nm’de
oOlgiilen absorbans degerleri ile belirlenir. Sitozin ve guanin arasinda ii¢lii hidrojen
bag oldugu i¢in adenin ve timin arasinda ki ikili hidrojen bagina goére daha gec
ayrilir ve daha yiiksek sicakliklar da denatiire olur. Fakat DNA denatiire olmasina
ragmen uygun ortam sartlar1 saglandiginda tekrar ¢ift zincirli yapisina doniisebilir

ve bu déniisiime renatiirasyon denir (Ozkan, 2003).

DNA konformasyonu replikasyon, rekombinasyon ve organik olgu ile ilgili
proteinlerin baglantilar1 i¢in gereklidir. B-DNA olmayan yani yaygin olmayan
cesitli DNA sekilleri mevcuttur. DNA konformasyonlart niikleozom ve
deoksiriboniikleik asit igerir fakat yaninda ¢ok farkli ve dizilimde farkli molekiiller
de igerirler. Normalde DNA sirali degisimleri A veya B-DNA olarak diizensiz ve
karmasik sirali olarak bilinir. Fakat olaganiistii siralama ya da kare yapisina benzer
ana hatlar olugsmasi durumunda sola doniimlii, ti¢ katli blok insas1, dort kat, atlamali
sarmal, paralel sarmal ve eslenigi olmayan yapilar gibi farkli yapilar olusur

(Mohammed, 2016).

A-DNA, B-DNA ve Z-DNA en Onemlileri olmak tizere yedi farkli DNA tipi
tanimlanmistir. Bu yedi farkli DNA tipleri C-DNA, D-DNA, E-DNA ve P-DNA
seklinde laboratuvar sartlarinda sentezlenmistir. B-DNA iizerinde bulunan biiyiik
oluk Z-DNA iizerinde yok denecek kadar azdir. C-DNA sarmali daha siki bir
sarmal yapisina sahiptir. Cilinkii tam dondiigii zaman sarmalinda 9,3 baz yer
almaktadir. Sarmal ¢ap1 ise 19 A olarak tespit edilmistir. Yapisinda guanin bazim
bulundurmayan formlar ise D-DNA ve E-DNA’dir. D-DNA yapisinda 8 baz cifti
bulunur. E- DNA yapisinda ise 7 baz ¢ifti bulunur. Laboratuvar kosullarinda

sentezlenen bir diger DNA formu olan P-DNA adin1 Linus Pauling’den almistir ve
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B-DNA formuna gore uzun ince bir yapiya sahiptir. Fosfat gruplari P-DNA
modelinde i¢ kisimda, bazli gruplar ise dis kisima yakin olarak konumlanmstir. P-

DNA sarmal yapisinda her bir doniisde 2,6 baz ¢ifti bulunur (Patibay, 2018).

A-DNA sarmalinmn her bir doniisii 23 A yani 2,3 nm’dir. Bu forma sahip
DNA modeli saga doniimlii sarmal yapida bulunan yiiksek tuzlu sulu ortamda veya
susuz ortam kosullarinda baskinlik gosteren bir yapidir. Sarmalin bir tam
dontistinde 9 adet baz ¢ifti bulunur. B-DNA’da saga doniimlii sarmal bir yapidadir,
fakat diislik tuzlu sulu ortamda bulunan bir yapt modelidir. B-DNA sarmalinin tam
bir déniisii 34 A yani 3,4 nm olmakla birlikte her tam doniisiinde 10,4 baz ¢ifti
bulunmaktadir. B-DNA formunun yapis1t Watson ve Crick’in ¢alismalart sonucunda
ortaya ¢ikan modele dayanmaktadir. 1979 tarihinde Andrew Wang, Alexander Rich
ve arkadaslar1 yalnizca guanin ve sitozin baz ¢ifti bulunan yapay DNA
oligoniikleotitleri incelenirken Z-DNA formunu tespit etmislerdir. Z-DNA, A ve B-
DNA model yapilarindan farkli olarak molekiil dizilimleri (konfigiirasyon) sola
doniimlii sarmal yapidadir. Sarmal ¢ap1 18 A olmakla birlikte her bir doniiste 12
baz ¢ifti bulunmakatadir. Z-DNA konfigiirasyonu zik zak bir yapiya sahiptir (Erer,
2015).

A-DNA

Biikiilme=33° Biikillme=36* Biikiilme=-30*

Viikselme=2.56A Yiikselme=3.38A Yiikselme=3.7A

Dénme=6° Dénme=60° P Dénme=0°
Egim=21¢* Egim=-6.0° Egim=6.2°
K~L’2Ikhtl'—4.5.—k I-L.ZI‘UIQI:‘).:&.-\ :~l'ukhg|=-3.0.&

P-Biikiilme = -7.5" P-Bilkillme = -4.4° P-Biikiilme = -4.4'

Sekil 2. 22 DNA sarmalinin ¢esitli goériiniimleri (Mohammed, 2016).

Cift sarmalli DNA biikiilerek siiper sarmali meydana getirebilen bir yapidir.

Stiper sarmalin iki tipi mevcuttur. Eger DNA’da biikiilme ¢ift sarmal ile ayn1 yonde
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ise pozitif stiper sarmal (sol sarmal), ¢ift sarmalin tersi yoniinde ise negatif siiper
sarmal (sag sarmal) olarak adlandirilir. Pozitif siiper sarmal olustugunda bazlar
siklasir ve birbirlerinden ayrilmalar1 olduk¢a zorlasir. Negatif siiper sarmalda ise
bazlar seyreklesir ve birbirlerinden ayrilmalar1 oldukca kolaylasir. DNA’da siiper
sarmal reaksiyonun olusmasindan topoizomeraz enzimleri sorumludur. DNA’dan
RNA’ya genetik bilgi aktarilirken (transkripsiyon) ve DNA’nin kendini eslemesi
(replikasyon) olaylar1 sirasinda bu enzim sayesinde biikiilmelerin olusturdugu

gerilimler rahatlar (Salem, 2016).

sag- el ilkili Normal dingii helixi (sarmali} sol- el ilkili
{negatif) sarmah {pozitif) sarmah

Sekil 2. 23 DNA’da siiper burulma gosterimi (Salem, 2016).

2.2.2.1 Major ve Minor Oyuk

Cift zincirli DNA modelinde bu zincirler DNA omurgasini olustururken bazi
bosluklar olusur. Bu bosluklar takip edilir ise iki adet bosluk veya oyuk oldugu
goriiliir. Bu oyuklar sayesinde baz c¢iftlerine baglanma saglanabilir, ¢iinkii bu
oyuklar baz giftlerine bitisik haldedir. Oyuklarin biiyiikliikleri birbirleri ile esit
degildir ¢iinkii oyuklar kars1 karsiya konumlanmamaistir. Biiyiik olan oyuga biiyiik
oyuk (major oyuk) denilir. Kii¢iik olan oyuga ise kii¢iik oyuk (mindr oyuk) denilir
(Gokge, 2012). Majoér oyuklarin genisligi 22 A ve mindr oyuklarm genisligi ise 12
A’dir. Minér oyuktaki bu darlik nedeni ile baz ¢iftlerinin kenarlarina erismek major
oyuklara gore cok daha zordur. Transkripsiyon islemi sirasinda biiylik molekiile

sahip proteinler, DNA iizerinde ki belirli baz dizilimlerine sahip biiyiik oyuklara
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yerlesirler. Ancak netropsin gibi bir poliamid ve DAPI gibi bilesikler DNA’da
kiiciik oyuklara yerleserek, DNA ile etkilesim saglarlar (Biltekin, 2015).

Major
Oyuk
(22 4)

Mimor
Oyuk

(12 &)

Sekil 2. 24 DNA’da major ve minor oyuk gosterimi (Biltekin, 2015).

2.2.3 Calf Thymus DNA ( ct-DNA)
Calf thymus DNA kisacast ct-DNA isminden de anlasilacag iizere buzagi
timiis dokusundan hazirlanir. Cift ve tek sarmalli yapiya sahip DNA nin maksimum

seviyede polimerize edilmis ¢ift sarmal yapisinin daha fazla bulundugu bir yontem

ile ct-DNA elde edilir.

DNA molekiiliiniin yapist ve islevine biiylik etkileri olan; antikanser DNA
baglayict ajanlarin  deneylerinde ve DNA davraniglarinin  fizikokimyasal

caligsmalarinda dogal bir DNA olan ct-DNA’nin kullanimi1 oldukg¢a yaygindir.

DNA c¢ozeltileri uygun sartlarda 4 °C’de bozulmadan birkag ay saklanabilir.
DNA c¢ozeltilerinin pH 8’den daha yiiksek alkali ¢ozelti icerisinde saklanmast
tavsiye edilmez. DNA derisimleri diisiik hazirlanmis ise plastik tiip ylizeyinde
emme egilimleri gosterir ve ct-DNA suda ¢oziilebilir. Ornegin 2 mg/ml’lik bir

cozelti igerisinde ct-DNA kolaylikla ¢6ziinebilir. Tercihen niikleazlarin aktivite
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gostememesi i¢in DNA’nin 1 mM EDTA ortaminda saklanmasi 6nerilir (Pehlivan,

2019).

2.3. Deoksiriboniikleik Asitlerin Kiiciik Molekiiller ile Etkilesimi

Genetik bilgiyi saklayan ve hiicre icin hayati fonksiyonlar1 yerine getiren
DNA molekiilii yapisi iizerine yapilan calismalar sonucunda {ii¢ boyutlu bir
modelinin de olusturulmasi ile birlikte DNA-ila¢ etkilesimleri dikkat ¢cekmeye
baslamistir. 1961 senesinde Lerman calismalari ile ilk defa DNA ve kiigiik
molekiillerin etkilesebildigini gézlemlemistir. Calismasinda diizlemsel, aromotik ve
tic halkali yapiya sahip heterosiklik bir bilesik olan akridin molekiiliiniin
interkalasyon etkilesimi ile DNA’da bulunan baz ciftleri arasina yerlestigi tespit

edilmistir (Yilmaz, 2017; Al Mousa, 2017).

g (KL 4

Sekil 2. 25 Akridin molekiil yapisi (Mousa, 2017)

1844 yilinda Michele Peyrone tarafindan sentezlenmis cisplatini kullanarak
Rosenberg ve ekibi DNA iizerinde ki cisplatin etkilerini arastirmislardir. Rosenberg
ve ekibinin yaptig1 c¢alismalar sonucunda, cisplatinin DNA ile kovalent bag
olusturdugunu tespit etmislerdir. Bu tespit sonucunda kiigiik molekiiller ile DNA
etkilesimleri bilim insanlarmin ilgi odagi haline gelmistir (G6¢men, 2014). Son
otuz yillik donemde ilgi odagi olan kiicliik molekiillerin DNA ile etkilesimlerinin
calismalari sonucunda, antikanser ilac tasarimlarinda énemli adimlar atild:. {laglarin
bulunmasinda, gelistirilmesinde niikleik asitler 6nemli bir rol oynadigi i¢in 6nemli
ilag hedefleri olmuslardir. Antikanser yani kanser Onleyici ilaglarin DNA ile
etkilesimleri en c¢ok molekiiler farmakoloji, biyoloji ve kimya alanlarinda ilgi
gormiistiir. Bircok kanser Onleyici ajanlar DNA ile baglanarak etkilesime gecer. Bu
baglanmalar kovalent baglanmalar ve kovalent olmayan baglanmalar olarak ikiye

ayrilir (Abdulhasanov, 2018). Kovalent olmayan baglanmalarda DNA iskelet
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yapisinda bulunan fosfat ve seker gruplarinda elektrostatik bir etkilesim soz
konusudur. Ayrica bu etkilesimler interkalasyon, major ve mindr oyuklara

baglanma seklinde de gergeklesir (Caymaz, 2019).

DNA-ilag Baglanma Yollan

A

s b

Kovalent Baglanma Kovalent Olmayan Baglanma
/ 4 i ~
i 4 Elektrostatik Oyuga Baglanma r"hrkala“rqn
1%? Fig Biiyiik Oyuk Kiiglik Oyuk
T

Sekil 2. 26 Kii¢iik molekiillerin DNA ve ilag etkilesim ¢esitleri (Caymaz, 2019).

2.3.1 Kovalent Etkilesimlerle DNA Baglanma

DNA’nin kiiglik molekiiller ile kovalent etkilesimlerinin geri doniisii
olmamaktadir. Ciinkii DNA’nin transkripsiyonu, replikasyonu, RNA ve protein
sentezini gibi hiicre i¢cin hayati Onem tasiyan olaylarin gergeklesmesini
engelleyerek hiicreyi oOliime siirlikler. Kovalent baglanma ile DNA’da en iyi
etkilesim saglayan kanser Onleyici ilag cisplatindir. Cisplatin molekiil yapisinda
klor gruplart bulunur bu gruplar DNA ¢ift sarmali iizerinde ki azot gruplan ile
DNA c¢ift sarmali i¢inde veya arasinda ¢apraz baglar yaparak DNA’nin
biikiilmesine neden olur (Celik, 2018).
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Sekil 2. 27 DNA ile cisplatinin yaptig1 baglanma (Celik, 2018).

DNA molekiil yapisindan kaynakli iizerinde niikleofillik boliimler bulunur.
Cisplatin, antikanser ilaglari bu niikleofillik alanlar ile tepkimeye girerek pozitif
yiiklii platin kompleksleri meydana getirir. Cisplatin dogrudan damar yoluna, yani
intravendz yoldan kan dolasimina verilir. Fakat bu durum kanda klor miktarnin
artmasmma neden olur ve kandaki klor miktar1 yaklasik olarak 100 mM klor
konsantrasyonuna ulagir. Yiiksek klor konsantrasyonuna sahip ajanlar hiicre icine
girdigi zaman klor konsantrasyonu yaklagik olarak 4 mM’ye kadar diiser ve bdylece
cisplatin klor iyonlarindan ayrilarak +2 yiiklii hale doniisiir. Pozitif yiiklii cisplatin
boylelikle protein, RNA, DNA gibi makromolekiiller ile etkilesime gegebilir (Cam,
2018).
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Sekil 2. 28 DNA ile cisplatinin yaptig1 baglanma formlar1 (Cam, 2018).

Akciger, yumurtalik ve mesane kanserleri cisplatin ilaglar1 ile tedavi
edilmektedir. Cisplatin hiicre duvarimi asmasi durumunda hiicre stoplazma sivisi
icerisine geger ve burda kararli olmayan cisplatinde klor molekiilleri su molekiilleri
ile yer degistirerek hidrolize ugrar. Pozitif yiiklii cisplatin elektrostatik bir ¢cekim ile
DNA'’ya yaklasir. DNA yaklagan katyonik yap1 genellikle guanin bazi ile baglanir,
fakat bazen adenin bazi ile de tek baglanma gdsterebilir. Onemli bir antikanser olan
cisplatin ilaglar1 ¢ok fazla yan etkiye sahip olmasi ve zamanla kanserli yapilarin
cisplatin ilaglarina direng gostermelerinden dolay1 daha etkili antikanser ilaglar igin
calismalar baglamistir. Amaglanan ilag 6zellikleri suda ¢ok daha iyi ¢oziinme
gostermesi ve yan etkilerinin ¢ok daha az olmasidir. Bu hedef dogrultusunda

karboplatin, okzaliplatin ve nedaplatin gibi ilaglar gelistirilmistir (Sahin, 2020).
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Sekil 2. 29 Cisplatinin DNA ile yaptig1 tek ve ¢ift bagli koordinasyonu (Sahin, 2020).

2.3.2 Nonkovalent Etkilesimlerle DNA Baglanma

Kovalent olmayan baglanmalarda baglanmanin geri doniisiimii miimkiindiir.
Bu tiir baglanmalar DNA’nin konformasyonunu ve torsiyon potansiyelini degistirir.
Bunun sonucunda cift sarmal yapisinda kirilmalar meydana gelerek bozulmalar
olusur (Cam, 2018). Kovalent olmayan baglanmalar ii¢ gruba ayrilir. Bunlar araya
girme anlamima gelen interkalasyon, elektrostatik baglanmalar ve major-minor
oyuklara olan baglanmalardir. Oyuga baglanan ve interkalatér olarak baglanan
ajanlar klinik kullanimlarinda potansiyel olarak daha uygun baglanma tiirleridir.
Elektrostatik baglanma tiirleri, DNA iizerinde seker-fosfat polianyonik iskelet
yapisi ile elektriksel bir ¢ekim olusturarak baglanir. Boylece DNA yapist
deformeye ugramadan etki saglar (Tekin, 2014).

Kovalent olmayan etkilesimler

Elektrostatik Etkilesim Interkalasyon Oluklara Baglanma

Sekil 2. 30 DNA ile non-kovalent etkilesimler (Karakodak, 2020).
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2.3.2.1 Elektrostatik Etkilesimlerle DNA Baglanma

Elektrostatik baglanma, interkalasyon ve oyuklara baglanma gibi etkilesim
tiirleri igerisinde etkilesimi ¢ok daha zayif olan bir tiirdiir. Bu baglanma tiirii pozitif
yiiklii metal iyonlar1 ile DNA sarmali lizerindeki negatif yiiklii fosfat gruplar
arasinda olugan ¢ekim kuvvetinin esasina dayanir. DNA sarmali lizerinde ki negatif
yuklii fosfat gruplar nétiirleserek ortadan kaldirilir. DNA daha kararli bir yapiya
sahip olur. Elektrostatik etkilesim diger etkilesimler gibi DNA yapisinda biiyiik
deformasyonlar olusturmaz. Ancak ilaglarin biyolojik aktivitelerinde aldiklari rol
onemlidir (Saka, 2019). D1s baglanma sekli olan elektrostatik baglanmada floresans
ozelligine sahip bir bilesik, DNA ¢ift zincirine baglandiginda ¢ogunlukla karsi
yiklii olan iyonlar1 uzaklastirarak DNA yapisinda ayrilmalara neden olur (Bulut,

2015).

Sekil 2. 31 DNA cift sarmalina elektrostatik baglanma sekli (Tekin, 2014)

Elektrostatik etkilesimlerde baglanma biiyiikliigli hidrofobik ve hidrofilik
ozellige, DNA ile etkilesen bilesenin elektron yogunluguna ve bu bilesenlerin
boyutuna bagli oldugu ongoriilmektedir. Fakat bu etmenlerin bagil 6nemi ve
yapisal detaylar1 etkilesim kuvveti ile eslestirecek net bilgiler bulunmamaktadir.
Metal komplekslerin DNA ile etkilesime girdigi elektronik absorpsiyon
spektroskopisi ile tespit edilebilir. Ornegin metal kompleksleri ct-DNA ile
etkilesime girdiginde hiperkromik ve hipokromik etkiler ile absorbans degerledinde
degisimlere neden olur ve bu degisimler DNA ile yapilan baglanma hakkinda bilgi
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verir. Eger absorbans degerlerinde azalis yani hipokromik etki var ise metal
kompleksi ve DNA arasinda interkalasyon bir baglanma oldugu diisiiniilebilir. Eger
tam tersi bir durum s6z konusu ise metal kompleksi ve DNA arasinda hidrojen
baglari ile baglanma, elektrostatik baglanma ve oyuklara baglanma gibi baglanma

tiirleri oldugu diisiiniilebilir (Inci, 2013).

2.3.2.2 interkalasyon Etkilesimlerle DNA Baglanma

DNA ¢ift sarmal yapisinda ki baz gruplarinin arasina mutasyona neden
olacak bir maddenin girmesi interkalasyon olarak adlandirilir. DNA sarmali zit
yonde eylem gosterdiginde sarmallarin arasinda agikliklar olugur yani DNA sarmali
gevser boylece interkalasyon i¢in uygun bir ortam hazirlanmis olur. Interkalasyon
sonucunda DNA’da deformeler, zehirlenmeler, mutasyonlar gibi olaylar gerceklesir
ve buna neden olan interkalatérler cogunlukla kanserojendir. Ancak kanser
hastalarinin  kemoterapi tedavilerinde DNA transkripsiyonunu engelleme

ozelliginden dolay1 bu interkalatdrler tercih edilir (Yilmaz, 2021).

~SNormmal interkalasvomn=a
TN A Uorams DN A

Sekil 2. 32 DNA c¢ift sarmalina interkalasyon baglanma sekli (Erdem, 2020).

Interkalasyon etkilesimi saglayan ajanlar diizlemsel, heteroaromatik veya
aromatik yapiya sahiptirler. Interkalasyon etkilesiminde etkin kuvvetler, transfer
yiik kuvvetleri, hidrojen baglar1 ve elektrostatik kuvvetler rol oynar. Interkalasyon
baglanma ilk olarak 1961 yilinda Lerman’in heliks ekseni {lizerine ilacin rijit bir
konumda dik olarak kovalent bag gostermeden baglandigini gosteren calismasi ile
acikliga kavusmustur. Interkalasyon etkilesimi sonrasi interkalatér madde ile baz

gruplar1 arasinda olusan Van der Waals ¢ekim kuvvetleri normal baz guruplari
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arasinda ki ¢ekim kuvvetlerinden ¢ok daha kuvvetlidir. Interkalasyon baglanmalar
DNA’da direk hasara neden olmaz DNA’da deformasyonlara neden olur (Erdem,
2020). Kisacas1 interkalasyon baglanma ile baglanan molekiiller DNA {izerinde ¢ok
biiylik yapisal bozukluklara sebebiyet olusturur. Bu tiir baglanmalara etidyum
bromiir, proflavin, daunomycin gibi bilesiklerin DNA’ya baglanmasi Ornek
verilebilir. Aromatik, diizlemsel ve katyonik bir yapiya sahip olan etidyum bromiir
mordtesi 151k altinda turuncu bir renkte 151ma yayar. Normalde gii¢siiz bir floresans
ozellige sahip olan EtBr gii¢lii bir interkalatordiir ve bu sekilde DNA ile baglanma
sagladiginda zayif olan floresans siddeti hemen hemen 25 kat kadar artig gosterir.
Bu ozelliginden dolayr jel elektroforez gibi yontemlerde DNA’nin

goriintiilenmesinde tercih edilir (igsel, 2013).

MNH;
R
g #
HaM M MNH
Hzrq B;_\.,-"’- 2 2

Etidyum bromiir Proflavin Daunomcin (R= H)
Adriamycin (R= OH)

Sekil 2. 33 interkalasyon baglanma yapan molekiillerin yapis1 (igsel, 2013)

Lippard ve ekibi DNA ile interkalasyon baglanma yapan metal kompleksleri
hakkinda yaptiklar1 ¢aligmada sentezlemis olduklar1 metal kompleksinin, ct-DNA
ile etkilesimini X-151mm1 kirmimi yardimi ile goriintiilemislerdir. Daha sonraki
caligmalar1 ile interkalasyon etkilesiminin DNA bilesimine, ortamin iyonik
siddetine ve metalin yapisina bagl oldugu bilgisine ulasmuslardir. interkalasyon
etkilesime sahip metal komplekslerine “metalointerkalatdr” denilmektedir. Klasik
interkalatorler yan zincirlerde veya halkali yapi igerisinde pozitif yiiklenmis yapisik
halkali aromatik bir molekiildiir. Etidyum bromiir bu tip interkalatorlere bir
ornektir. Proflavin kloriir ve propidyum iyodiir gibi metal kompleksleri
interkalasyon etkilesim olarak daha ¢ok kii¢iik oluklara yerlesirlerken,
diterkalinyum gibi kompleksler ise biiylik oluklara yerlesirler. Klasik olmayan
interkalatorler, yogun olarak protonlanmis azot atomlar1 iceren veya yan

zincirlerinde protonlanmis olarak halkali yapiya dahil olan gruplara sahip yapisik
32



poliaromatik yapilardir (Igsel, 2013; Giircan, 2014). Klasik olmayan interkalatorler
diiglimleme olarak bilinen interkalatorlerdir. Klasik interkalasyonda interkalatorler
komsu baz giftleri arasina yerlesirken diiglimleme interkalasyonun da molekiiliin
aromatik diizlemsel halkal1 yapist DNA’nin baz ¢iftleri arasina yerlesirken farkli bir
diizlemdeki aromatik olan veya olmayan uglar1 ise DNA’nin etrafindaki oyuklara
yerlesirler. Interkalasyon sirasinda komsu baz ciftleri arasinda genisligin

artmasindan dolay1 DNA boyunda uzama gergeklesir (Akin, 2020).

Sekil 2. 34 a) Klasik interkalasyon baglanma sekli ve b) Diigiimleme interkalasyon
baglanma sekli (Akin, 2020).
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Sekil 2. 35 10 baz ¢iftine sahip DNA ve interkalasyon sonrasit DNA boyu (Akin, 2020).

a)

1.4 nimi
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2.3.2.3 Oluga Baglanma Etkilesimleri

Kiiclik molekiillerin DNA veya RNA ile etkilesime girmesi i¢in belirtilen
alanlarda seg¢icilik diizeyi yiiksek olacak molekiil sentezi oldukea ilgi gérmektedir.
Kanser hastalarinin aldigi kemoterapide iyilestirmelerin saglanmasi i¢in, molekiiler
biyoloji gibi alanlar da kii¢iik ve biiylik oyuklarin DNA ile etkilesimini inceleyen
caligmalar siliphesiz yillarca devam edecektir (Topkaya, 2017). DNA’da bulunan
biiyiik ve kiiciik oluklar1 olusturan niikleik asit iizerinde ki baz ciftlerinin oluga
dogru yonelmis olan fonksiyonel gruplar ile diger molekiillerin bu gruplar ile olan
etkilesimlerine oluga baglanma denilmektedir. Bir molekiiliin oluga baglana
bilmesi i¢in uygun biiylikliikkte olmasi gerekir. Molekiil ile oluk arasinda ki
etkilesim oldukga giicliidiir. Oluga baglanma ile olusan etkilesimler DNA yapisinda
biiylik degisikliklere neden olmamakla birlikte DNA’nin sarmal yapisimt kii¢lik
oranda degistirmekdedir (Akkaya, 2016).

Sekil 2. 36 DNA {izerinde ki biiyiik ve kii¢iik oluga baglanma (Akkaya, 2016).

Oluk ile gerceklesen etkilesimlerde molekiiller, interkalatorler gibi sert
olmamali tam tersi esnek yapilara sahip olmalidirlar. ikili sarmal, iiclii sarmal veya
G-dortlii samal yapilarindaki oluklara baglanan ilaglar interkalasyon baglama ile
olusan DNA iskelet yapisindaki ayrilmalardan ¢ok daha kiigiik ayrilmalara neden
olur. Molekiiler olarak oluklar farkli niteliklere sahiptirler. Biiylik oluklarda
baglanma ¢ok daha giiclii bir etkilesime sahiptir. Ciinkii biiyiik oluklarda ¢cok daha
fazla etkilesim alan1 bulunmaktadir. Biiyiik oluklarda genislik 11,6 A, derinlik ise
8,5 A olarak olciilmiistiir. Bu &zelliklerinden dolayr biiyiik oluklar daha biiyiik
yaptya sahip olan molekiiller ile ¢ok daha kolay etkilesim saglarlar. Kiigiik
oluklarmn boyutlar1 ¢ok daha kiigiiktir ve 8,2 A derinlige sahiptirler. Bu
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ozelliklerinden dolay1 ¢ok daha az sayida molekiil ile etkilesim saglamaktadirlar.
Fakat bu 6zelligi kiigiik molekiillerin bag yapmasi icin tercih edilen uygun alanlar
ve esneklik avantaji saglar. Antikanser ilaglar1 ve antibiyotikler molekiil yapisi
olarak kiiciik molekiillerdir ve DNA ile etkilesimlerinde temel baglanma noktalar
kiiciik oluklardir (Su, 2015). DNA oluklarinda elektrostatik ¢ekim kuvveti ¢ok
fazladir. Oluga baglanan molekiiller A-T baz ¢iftinin yogun oldugu bolgeleri tercih
etmektedirler. Ciinkii adenin ve timin baz ¢iftine sahip alanlarin, guanin ve sitozin
baz ciftlerinin oldugu alanlara gére daha dar bir yapida olmasi, adenin ve timin baz
ciftine sahip bolgelerin elektrostatik ¢gekim kuvvetinin daha yiiksek olmasi ve daha
az sterik engellerin olmasindan dolay1 tercih edilmektedir. Ayrica adenin bazinin
C2 hidrojen atomlar1 ile aromatik halkali yapilar arasindaki hidrofobiklik 6zelligi
ve timin bazmin C2 karbonil gruplar1 sayesinde ve molekiil iizerinde ki hidrojen
baglar1 yardimi sayesinde DNA’nin molekiillerle kolayca etkilesime girmesi
saglanir. Oluklara baglanan molekiiller ¢ogunlukla rotasyonel 6zgiirliigii olan
heterosiklik veya aromatik hidrokarbon halkali yapilarina sahiptirler ve bu
molekiillerin oluklar ile etkilesimi su molekiiliiniin ayrilmasina sebeb olur. DNA ile
etkilesime girmesi icin iiretilen ilag molekiillerinin 6ncelikli amaci spesifik DNA
dizilerini tammasidir. {lag molekiillerinin tanimasi gereken alan 16-18 baz ¢iftinden
olusan bir alandir. Daha sonra kovalent olmayan baglanma modelleri ile DNA
tizerinde etkilesim saglarlar. Bu molekiiller dogrudan etkilesimi biiyiik ve kiigiik

oluklara baglanarak saglarlar (Yilmaz, 2019; Ozaltay, 2020).
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Sekil 2. 37 N' ,N° -bis[piridin-2-metilen] tiyokarbohidrazonun Ni (II) ve Zn (II) metal
komplekslerinin oluga baglanmasi (Atmaca, 2020).
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2.4. Literatiir

Ozgesmeci ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada; pH 7.4 olan tris
tamponu icerisinde kuaternize ¢inko ftalosiyanin ile ct-DNA arasindaki
etkilesimleri absorpsiyon ve floresans spektroskopisi yontemleri ile incelenmisdir.
Sentezlenen tetrakanyonik c¢inko ftalosiyanin ve ct-DNA baglanma caligsmalari
sonuglart incelendiginde termal denatiirasyon profilleri ile ct-DNA’nin erime
noktasindaki degisimler belirlenmistir. Katyonik ftalosiyanin ve anyonik DNA
arasinda elektrostatik baglanma ve n-m istifi ger¢eklesmistir. Fotodinamik tedavide
yeni ftalosiyaninler ile calisilmasi i¢in umut verici bir ¢alisma oldugunu

agiklamislardir (Ozgesmeci vd., 2013).

Bagda ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada; 4,8 piridiloksi
grubunu igeren iki adet kuaternize indiyum (III) ftalosiyanin molekiili ile G-
quadruplex DNA ve ct-DNA etkilesimleri; floresans, erime sicakligi, viskozite
Ol¢iimleri gibi metodlar ile incelenmistir. Tel 21 harig, piridiloksi grubu daha fazla
olan OInFs icin baglanma sabitlerinin, TInFs’den daha yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Bunun nedeninin ise elektrostatik baglanmalar oldugu diisiiniilm{istiir.
Kuaternize tetra ve okta piridiloksi gruplarina sahip indiyum (III) ftalosiyanin
bilesiklerinin her ikisinde de farkli DNA’lar ile etkilesimlere girdigi goriilmiistiir
(Bagda vd., 2017).

Amitha ve Vasudevan tarafindan yapilan bir ¢aligmada; yeni sentezlenen
tetrakatyonik betti baz siibstitlie bakir (II) ve ¢inko (II) ftalosiyaninlerinin ct-DNA
ile etkilesimleri incelenmistir. Ftalosiyanin bilesiklerinin (qCuBBFs ve qZnBBFs),
ct-DNA ile etkilesimleri UV-Gor. spektroskopik titrasyonlari, floresans
titrasyonlar1 ve viskozite dl¢limleri yapilarak arastirilmistir. UV-Gor. spektroskopik
titrasyonlar sonucunda elde edilen Ku (baglanma sabiti) degerleri, standart
interkalatorler ile karsilastirilarak interkalatif bir etkilesim tiirii Onerilmistir.
Floresans titrasyonlar1 sonucunda elde edilen Ksv degerlerinin EtBr interkalator yer
degistirmede, HD kiiciik oluk baglayic1 yer degistirme oOlgiimlerine gore daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Viskozite Ol¢iimleri ile DNA ¢ozeltisinin bagil
vizkozitesinde metaloftalosiyanin artisi ile artan bir egim gozlenmistir (Amitha ve

Vasudevan, 2020).
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Yuan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir caligmada; amfifilik ¢inko
ftalosiyanin ve ct-DNA etkilesimlerini fotofiziksel, fotobiyolojik ve fotokimyasal
calismalar ile incelenmistir. Sentezlenen f-tetra siilfonik siibstitiie ¢inko
ftalosiyaninlerin interkalasyon yontemi ile ct-DNA’ya baglandigi gozlenmistir.
Ayrica SNZnFs’nin uygun dalga boyunda isinla ct-DNA’y1 tesirli bir sekilde
kirabilecegini belirtilmistir (Yuan vd., 2016).

Wang ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada; suda ¢oziinebilen 3-
(4metoksibenzilamino) propanoik asit siibstitiie ¢inko ftalosiyanin ile ct-DNA
arasinda ki etkilesimler incelenmistir. Calismada CNFsZn’nin ct-DNA iizerinde
kuvvetli bir afinite ve fotobozunma aktivitesi gostedigini gézlenmistir. Boylece
CNFsZn’nin fotodinamik terapi alaninda tesirli bir fotosensitizor olabilecegi

belirtilmistir (Wang vd., 2013).

Uslan ve Sesalan tarafindan yapilan bir ¢caligmada; bakir heksametilenimino-etoksi
stibstitiie ftalosiyanin (2) ve kuaternize tlirevleri (2Q) sentezlenmistir. Kuaternize
bakir (2Q), kuaternize kobalt (3Q) ve cinko (4Q) ftalosiyaninlerinin ct-DNA ile
etkilesimi incelenmistir. Ilgili ftalosiyanin ve ct-DNA etkilesimini UV-Gér.
spektrofotometre ve jel elektroforez yontemleri kullanilarak arastirilmistir.
Calismalart sonucunda bilesiklerin ct-DNA ile verimli bir baglanma aktivitesi

oldugunu gozlenmistir (Uslan ve Sesalan, 2012).

Ozel ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada; suda ¢oziiniir periferik tetra
stibstitiie titanyum (IV) ftalosiyaninlerin (Fs1, Fs2, Fs3) ct-DNA ile etkilesimleri
UV-Gor. spektroskopisi ve termal denatiirasyon yontemleri ile incelenmistir. DNA
baglanma sabitleri (Kv) ve termal denatiirasyon sonuglari, Fs1, Fs2 ve Fs3’iin farkli
baglanma afinitesi ile ct-DNA iizerine baglanabildigini gozlenmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda; Fs1, Fs2 ve Fs3 bilesiklerinin fotodinamik tedavi i¢in uygun

ajanlar oldugu belirtilmistir (Ozel vd., 2016).

Bas ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada; 1-asetilpiperazin siibstitiie
silikon (IV) ftalosiyanin, naftalosiyanin 2, 3 ve suda ¢oziinen tiirevleri 2a ve 3a’nin
ct-DNA ile olan etkilesimleri incelemistir. 2a ve 3a bilesikleri baglanma sabiti

degerleri (Kv) 1,25+(0,01)x10* ve 1,13+(0,03)x10* M~ olarak bulmustur.
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Calismalart sonucunda 3a bilesiginin antikanser ila¢ olarak potansiyeli oldugu

belirtilmistir (Bas vd., 2019).

Barut ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada; periferik veya periferik
olmayan tetra siibstitiie suda ¢oziiniir ¢inko (II) ftalosiyaninler (5a ve Sb) ile ct-
DNA arasinda baglanma 6zellikleri incelenmistir. S6z konusu incelemede UV-Gor.
spektoroskopisi kullanilmigstir. Fotokimyasal ¢alismalar sonucunda 5a ve Sb singlet
oksijen kuantum verimleri siras1 ile 0,76 ve 0,78 olarak ve fotostabilite oranlar1 ise

% 82,12 ve % 85,28 olarak bulmuslardir. Ayrica baglanma sabiti (Kv) degerleri
2,92+(0,20)x10° ve 1,30+(0,16)x10°¢ M~! olarak bulunmustur (Barut vd., 2020).

Barut ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada; ilk kez periferik tetra 3-
morfolinofenol siibstitiie ¢inko (II) ftalosiyanin (4) ve suda ¢dzilinen kuaternize
cinko (II) flatosiyanin (ZnQ) sentezlenmistir. ZnQ ve DNA etkilesimleri UV-Gor.
absopsiyon titrasyonu, rekabetci EtBr, termal bozunma ve viskozite yontemleri ile
arastirilmistir, ZnQ’in interkalasyon ile ct-DNA’ya baglandig1 gozlenmistir (Barut
vd., 2017).

Evren ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada; 4-((7-(triflorometil)kinolin-
4-yl)oksi) grublarina sahip tetrakasyonik cinko (1Q) ve metal igcermeyen (2Q)
ftalosiyaninleri sentezlenmis ve ct-DNA ile olan etkilesimleri arastirilmistir.
Yapilan calisma sonucunda baglanma sabitine bakildiginda 1Q’nun 2Q’dan daha
iyi baglandigin1 gézlenmistir. 1Q ve 2Q bilesikleri EtBr gore daha az kansorejen
olduklari i¢in biyolojik siireglerde yeni boya olarak tercih edilebilecegi belirtilmistir

(Evren vd., 2013).

Demirbas ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada; absorpsiyon titrasyonlari
ve termal denatiirasyon yontemleri ile ct-DNA ve suda ¢dziinebilen kuaternize tetra
stibstitiie periferik ¢inko (II) (6a) ve bakir (II) (7a) ftalosiyaninleri arasindaki
etkilesim arastirilmistir. 6a bilesigi icin Ko degeri 6,53+(0,04)x10* M 7a bilesigi
icin ise 1,14+(0,02)x10* M olarak hesaplanmistir. 6a ve 7a bilesikleri ile ct-DNA
arasinda etkilesimine dair AT, degerleri siras1 ile 7.55 °C ve 5.75 °C olarak
bulunmustur. Yapilan deneyler sonucunda her iki ftalosiyanin bilesigininde kanser

tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Demirbas vd., 2019).
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Turanli-Yildiz ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada; kobalt (I) ve
paladyum (II) ftalosiyaninlerin ct-DNA (calf thymus DNA) ile etkilesimleri UV-
Gor. spektrofotometresi ve jel elektroforez yontemleri ile incelenmistir. Kobalt
ftalosiyaninin yiiksek AT, ve yiiksek baglanma sabiti degerine sahip olmasi
paladyum ftalosiyaninine gore biyolojik ve biyomedikal alanlar i¢in daha iyi bir

tercih olabilecegini belirtilmistir (Turanli-Yildiz vd., 2011).

Baran ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada; ii¢ adet yeni ftalosiyanin
sentezlenmistir. Bunlardan ikisi metaloftalosiyanin iken bir tanesi metalsiz
ftalosiyanindir. Yapilan dl¢iim ve deneyler sonucunda 3a bilesiginin fotodinamik

terapi i¢in daha uygun oldugu belirtilmistir. ct-DNA ile 3a bilesigi arasindaki
baglanma sabiti 5,2+(0,52)x10*> M ' olarak hesaplanmistir. Bu sabitin bir DNA

interkalatorii olan EtBr’iin baglanma sabitiden ( 1,23+0,07x10° M) daha diisiik
oldugunu belirtilmistir (Baran vd., 2019).
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3. MATERYAL VE METOD
Bu calismada, Gebze Teknik Universitesi Temel Bilimler Fakiiltesi Kimya Boliimii
Ogretim {iyelerinden Prof. Dr. Mahmut Durmus tarafindan sentezlenenen InFs
(Indiyum Ftalosiyanin) bilesigi kullanilmistir. Tez kapsaminda suda c¢oziinen
CssH4oN120sSsIn kapali formiiliine sahip indium ftalosiyaninin, biyolojik alanlarda
kullanilma potansiyeli arastirilmak i¢in ct-DNA ile etkilesimi incelenmistir. InFs ve
ct-DNA etkilesimlerini incelemek {izere;

- Spektroskopik titrasyon ¢aligmalari,

- EtBr floresans probu ile yer degistirme ¢alismalart,

- Termodinamik ¢alismalar,

- Erime sicaklig1 caligmalari,

- Jel elektroforez caligsmalar1 gerceklestirilmistir.

n N 280>

Sekil 3. 1 Tez kapsaminda kullanilan ftalosiyanin bilesiginin agik formiilii.

3.1 Cahismada Kullanilan Cozeltiler

Indiyum ftalosiyanin ¢ozeltisi, 100 mM KCl igeren pH’1 7,4 fosfat tamponunda,
ct-DNA ¢ozeltisi ise distile suda hazirlandi. Tam ¢oziinmenin gergeklesmesi icin en
az 24 saat beklendi. Tiim deneylerde, seyreltme islemleri i¢in 100 mM KCl igeren
pH’1 7,4 fosfat tamponu kullanildi.
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» Fosfat Tamponu

Kimyasal Derisim(mM)
KH2PO4 0,2
K2HPO4 0,2
KClI 100

Fosfat tamponu hazirlamak icin her iki ¢ozeltide de 100 mM KCl igeren; 0,2
mM KH2POs4 ¢ozeltisi ve 0,2 mM K2HPOs ¢ozeltisi distile suda hazirlandi. 0,2 mM
KH2POs4 ¢ozeltisi ile 0,2 mM K:HPOas ¢ozeltisi karistirilarak pH 7,4’e ayarlandi ve
cozelti +4 °C muhafaza edildi. Cozelti hazirlanirken kullanilan pH metre, Sartarius
Basic marka cam elektrodlu pH metredir. pH metrenin kalibrasyonu pH 4,0; pH
7,0; pH 10,01 standart tampon ¢ozeltileri ile belirli araliklar ile yapildi.

» Ftalosiyanin Cozeltisi

Kimyasal Derigim (M)
CssH4oN120sSsInl 1,5x1 04

100 mM KCI igeren fosfat tamponu igerisinde InFs derisimi 1,5x10* M olacak

sekilde hazirland1 ve 151k almayacak sekilde oda sicakliginda saklandi.

» ct-DNA Cozeltisi

ct-DNA ticari olarak temin edildi ve firma Onerisi ile distile su igerisinde 2 mg/ml
olacak sekilde hazirlandi. +4 °C’de 151k almayacak sekilde muhafaza edildi. 260 nm
dalga boyunda okunan absorbans degerinden ct-DNA derisimi belirlendi.

» 10xTBE (Tris - Borik asit —- EDTA) Tamponu

Kimyasal Derisim (M)
Tris base 0,89
Borik asit 0,89
EDTA 0,01
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Jel elektroforez calismalar1 igin 0,89 M Tris base, 0,89 M Borik asit ve 0,01 M
EDTA pH 8,2 olacak sekilde hazirland1 ve 121 °C’ de 20 dk otoklavlandi. +4 °C’de

muhafaza edildi.

» Ethidium Bromide (Etidyum Bromiir) Cozeltisi
Ticari olarak satin alinan 10 mg/ml derisiminde EtBr kullanildi. Isik almayacak

bir bigimde +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2 DNA ile Ftalosiyanin Bilesiginin Baglanma Ozelliklerinin incelenmesi
Ftalosiyaninlerin DNA ile etkilesimini arastirmak i¢in kullanilan birgok
yontem bulunmaktadir. Bu yoOntemler igerisinden UV-Gor. ve floresans
spektroskopisi, jel elektroforez gibi yontemler kullanilarak kiigiik molekiillerin DNA
ile etkilesiminin incelenmesi hedeflenmistir. Tercih edilen bu ydntemler hem
pratiktir hem de olduk¢a Onemli veriler saglamaktadir. Ayrica bu yontemler de
etkilesim s6z konusu oldugunda spektral degisikliklerin takibi ile etkilesim

mekanizmasi ve baglanma sabiti gibi verilerin elde edilmesi saglanir.

3.2.1 UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopik Calismalar

InFs ve ct-DNA etkilesimi, Oncelikli olarak UV-Gor. absorpsiyon
spektrofotometrik olarak incelendi. Bu ¢alismalarda Shimadzu UV 1800 model
UV-Gor. absorpsiyon spektrofotometresi cihazi kullanildi. Deneylerde 3,5 ml
hacim ve 10 mm’lik 151k yoluna sahip kuvartz kiivetleri kullanildi. Tiim spektral

Olclimler uygun sartlarda hazirlanan reaktif korlerine kars1 okundu.

Spektrofotometrik titrasyon c¢alismalari i¢in Oncelikli olarak InFs
cozeltisinin absorpsiyon spektrumu tarandi. Daha sonra piklerde ki degisim
sabitleninceye kadar ct-DNA c¢ozeltisi eklendi. Her bir spektrum taramasi yaklagik
3 dakika inkiibasyon sonrasi yapilarak sistemin dengeye gelmesi saglandi.
Titrasyonlar 3 tekrar olacak sekilde yapildi. Spektrum taramalar1 300-800 nm dalga
boyu araliginda gerceklestirildi. Ayrica ftalosiyaninin tampon ¢ozelti ile
seyreltilmesinin spektrumda meydana getirdigi degisim, ftalosiyanin ¢ozeltisi

iizerine tampon ilave edilerek aragtirildi.
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3.2.2 Ethidium Bromiir (EtBr) Yer Degistirme (Floresan) Calismalar
Ethidium bromiir ile yer degistirme (floresans) deneylerinde Agilent Carry
Eclipse Spektroflorometre (USA) cihazi ve 3,5 ml hacim ve 10 mm’lik 151k yoluna
sahip kuvartz floresans kiivetleri kullanildi. Floresans prob olarak cift sarmal
DNA’ya interkalasyonla baglandigi bilinen EtBr tercih edildi. EtBr ¢ozeltisinin

floresans siddeti ortama ilave edilen ct-DNA ile artar.

Ethidium bromiir ile yer degistirme deneylerinde 50 pl ct-DNA ve 2940 ul
tampon ¢oOzelti iizerine, 10 pl EtBr eklenerek floresans emisyon spekturumlari
tarandi. Daha sonra spekturumlardaki degisimi sifirlanincaya veya durana kadar
iizerine ftalosiyanin ¢ozeltisi eklenerek titrasyona devam edildi. Her ilave de pipet
yardimi ile homojen bir karisim elde etmek i¢in dikkatlice pipetaj yapildi. 2 dakika

inkiibasyon ile sistemin dengeye gelmesi saglandi.

Sekil 3. 2 Ethidium bromiir (EtBr).

Ethidium bromiir ile yapilan yer degistirme deneyinde uyarma (excitation)
dalga boyu 526 nm ve uyarma slit araligit 5 nm olarak ayarlandi. Emisyon
spektrumu 526-800 nm dalga boyu araliginda kayit edildi. Deneyler 3 tekrar olacak
sekilde yapildi. Floresans emisyon siddeti verileri kullanilarak Stern-Volmer grafigi
cizildi. Stern-Volmer, grafiginin dogrusal oldugu derisim aralig1 i¢in Ksv sabitleri

hesaplanda.

Fy

F - 1+ Kgy|Fs]

Sekil 3. 3 Stern-Volmer Denklemi.
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3.2.3 Termodinamik parametrelerin arastirilmasi

InFs ve ct-DNA etkilesimlerine dair termodinamik parametreler 25 °C-50 °C
sicaklik araliginda arastirildi. Deneyler Mikrotest model sogutmali sirkiilator
cihazina bagli Shimadzu UV 1800 model UV-Gor. absorbsiyon spektrofotometresi
cihaz1 ile 3,5 ml hacim ve 10 mm’lik 151k yoluna sahip kuvartz kiivetlerle

gergeklestirildi.

Calisma da her sicaklik i¢in ftalosiyanin ¢ozeltisinin spektrumlari tarandi ct-
DNA ¢ozeltisi eklenerek titrasyona devam edildi. Tiim sicakliklar i¢in deneyler 3
tekrar olacak sekilde yapildi. Spektrum taramalar1 300-800 nm dalga boyu
araliginda gergeklestirildi.

3.2.4 DNA-Ftalosiyanin Etkilesimlerinin Erime Sicakh@imin Belirlenmesi
Calismasi

Farkli baglanma mekanizmalarini ayirmak i¢in erime deneyleride
kullanilmaktadir. Kiiclik molekiillerin, DNA ¢ift zincirine interkalasyonu DNA
konformasyonunda farklilasmaya neden olur. Bu durum erime sicakliginda 8-12
°C’lik bir ytikselise neden olur. Kiiciik molekiillerin oluga baglanmas: sirasinda ise

belirgin bir sicaklik degisimi gézlenmez (Barut, 2016).

Sadece ct-DNA ¢ozeltisi ve ct-DNA + ftalosiyanin ¢ozeltisinin 260 nm’deki
absorbans degerleri 95 °C ile 30 °C sicakliklar1 arasinda, dakikada 2 °C diistilerek
okundu. Calismalarda reaktif korii olarak ct-DNA + ftalosiyanin ¢ozeltisi i¢in ayni
derisimde ftalosiyanin ¢ozeltisi kullanildi. Deneyler 3 tekrar olacak sekilde

calisildi.

3.2.5 Jel Elektroforez ¢alismalari

0,8 g Agaroz tartildi ve tizerine 10xTBE (Tris-borik asit-EDTA) ilave
edildi. Cozelti saf su ile 100 mI’ye seyreltilip tamamen ¢oziildii. Uzerine DNA’nin
goriintiilenebilmesi i¢in EtBr ilave edilip jellesmesi saglandi. ct-DNA ve artan
miktarda InFs ¢ozeltilerden bir seri hazirlandi ve jel kuyucuklarina yiiklendi.
Yiiriitmeler 1XTBE tamponu igerisinde gergeklestirildi. Jel goriintiisi UV 151k

altinda incelendi.
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4. BULGULAR

Kiiciik molekiillerin DNA ile etkilesiminin arastirilmasi, antikanser ilag
gelisme calismalart i¢in olduk¢a Onemlidir. Hiicre proliferasyonunun benzersiz
islevi DNA’y1 kemoterapi ajanlari i¢in 6nemli bir hedef haline getirmektedir. DNA
ile etkilesebilen molekiiller DNA’nin islevinde dolayis1 ile hiicrenin
proliferasyonunda farklilasmalara neden olmaktadir. Bu durum hiicrenin farkh
yolaklarla 6liimiinii saglayabilir. Bu nedenle DNA ile etkin bir sekilde etkilesen

bilesikler antikanser ila¢ olabilme potansiyeline sahiptir.

Biyomolekiillerin g¢esitli ligandlarla etkilesimine dair UV-Gor. absorpsiyon
spektrofotometrik olarak cesitli c¢alismalar yapilabilir. Ortama ilave edilen
ligand/biyomolekiil ile gozlenen spektral degisimler yorumlanabilir, elde edilen

verilerle baglanma sabiti gibi 6nemli sabitler hesaplanabilir.

Tez kapsaminda In merkez atomlu ve 4-(N-metil)-merkaptopiridin siibstitiie
gruplar igeren ftalosiyanin bilesiginin ct-DNA ile etkilesimi oncelikli olarak
spektrofotometrik olarak incelenmistir. Fosfat tamponu icerisinde ¢dziinen InFs
bilesigine ait spektrum Sekil 4.1°de goriilmektedir. InFs bilesiginin spektrumu 650
nm civarinda Q bandi ve 350 nm civarinda Soret band ile tipik metalli ftalosiyanin

spektrumuna sahiptir.

Ortama ilave edilen ct-DNA ile hem Q bandinda hemde Soret bandinda
hipokromik etki gozlenmistir. Ayrica her iki bantta da 2-3 nm civarlarinda

batokromik kayma gdzlenmistir.

Absorpsiyon titrasyonu deneylerinden ct-DNA ftalosiyanin etkilesiminin bir
gostergesi olan baglanma sabiti hesaplanabilir. Bard ve arkadaslar1 tarafindan
tiretilen (1) numarali denklemden baglanma sabiti hesaplanir. Ligandin (L),
DNA’nin toplan niikleotid sayisinin (N) baz c¢iftinden olusan baglanma bdlgesi D
ile etkilesiminden olusmus D-L tiirii asagidaki gibi gosterilebilir (Tiirler i¢in sadece
tek tiir baglanma boélgesinin oldugu ve ligandin sekans se¢imi gostermedigi non-

kooperatif etkilesim oldugu kabul edilerek).
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L+DSD-L 1)

€y

%=z @

Denklemde Cb, Cr ve Ca bagl ligand, serbest ligand ve serbest baglanma noktasini

gostermektedir. Toplam ligand derisimi, Ct

Cg- = Cg + Cr (3)

olarak verilir. Monomer birimindeki toplam DNA derisimi

¥=C.+Cd (4)

olarak verilir. s, ligand ile etkilesen baz ¢iftlerinin sayisidir.

K[DNAL . KClONA] _ (5)

K.C;‘—(1+K.Cg+T) b 27

Goriinen absorpsiyonuna, serbest ve bagl tiirlin absorpsiyonun toplami oldugu

kabul edilirse,

Ad == Ar + A. (6)

dir. Absorbans degerleri yerine Lambert yasasindan molar absortivite katsayili

sekilde denklemi yazarsak,
EaCr = EpCp + €5 Cp = £ (Ci—Cp) + &4y @)
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denklemini elde ederiz. Denklemden Cyb’yi ¢ekersek

— E
Cy=C 2 ®)
Ep — Er
Boylece,
4K C.[DNA] C)]
€a — &y _ b- \! b* — 25
Ep — Er - ZK.C:-

denklemi elde edilir. Bu denklemin dogrusal olmayan regrasyon yontemi ile
¢Oziimiinden baglanma sabiti elde edilir. 9. denklemdeki b ifadesi 10. denklemde

verilmistir.

K, [DNA] (10)

b=1+KC+——

Tez kapsaminda 4-(N-metil)-merkaptopiridin siibstitie In ftalosiyanin
bilesiginin ct-DNA etkilesimine dair baglanma sabitleri UV-Gor. spektroskopik
calismalar ile elde edilen veriler nonlineer denklem ¢6ziimiinden elde edildi. Oda
sicakligi ve diger sicakliklarda elde edilen nonlinneer baglanma grafikleri Sekil 4.1

ve Sekil 4.2 - 4.7°de verilmistir.
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[DNA]
Sekil 4. 1 Oda sicakliginda gergeklestirilen UV-Gor. bolgesi titrasyon verileri, dogrusal

olmayan regresyonu.
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Oda sicakliginda elde edilen Ky degerleri 10’ M mertebelerindedir. Bu
deger literatiirdeki bircok Kb sabitinden yiiksektir. Bagda vd. (2021); 2-merkapto-
N-metilpiridinyum siibstiye Galyum ftalosiyanin bilesigi ile farkli DNA tiirlerinin
etkilesimini incelemisler ve bilesigin ct-DNA’ya etkilesimine dair baglanma sabiti
2,9x10* M olarak bulunmustur (Bagda vd., 2021). Bagda vd. (2017); diger bir
caligmasinda tetra ve okta piridiloksi siibstiye indium (III) ftalosiyanin ile farkli
DNA tiirlerinin ekilesimlerini incelenmistir. Spektral verilerdeki degisim tetra
indiyum ftalosiyaninle ct-DNA etkilesimi i¢in non-spesifik karakterde olabilecegi
ve mekanizmanin ¢oklu adim igerebilecegi On goriilmiistiir. Okta galyum
ftalosiyanin bilesiginin ct-DNA ile etkilesimi i¢in ise oluklara baglanma ya da
elektrostatik olarak etkilesim gerceklestigi gozlenmistir (Bagda vd., 2017).
Khezami vd. (2020); suda ¢oziiniir tetra ve okta 3-(morfolinometil )fenil siibstiye
¢inko ftalosiyanin bilesiklerinin ct-DNA’ya baglanma sabitlerini 6,3x10* M ve
1,5%10° M! olarak bulmuslardir (Khezami, 2020). Khezami vd. (2021); diger bir
caligmalarinda tetra ve okta 4-(4-metilpiperazinl-yl) fenil siibstitiie c¢inko
ftalosiyanin bilesiklerinin ct-DNA’ya baglanma sabitlerini 6,87x10* M ve
1,09x10° M olarak bulmuslardir (Khezami, 2021). Dustkami ve Mansouri-
Torshizi (2017); ct-DNA’nin yeni tasarlanmig Pd (II) kompleksleri ile etkiselimini
incelemisler ve ct-DNA baglanma ¢alismalarinda baglanma sabitilerini diisiik
derimlerde 3,9x10* M ve 10,9x10* M olarak bulmuslardir. Daha yiiksek
derimlerde ise 1,03x10* M ve 1,59x10* M olarak bulmuslardir (Dustkami &
Mansouri-Torshizi, 2017). Bag vd. (2019); suda ¢oziliniir silikon (IV) ftalosiyanin
ve l-asetilpiperazin birimleri tasiyan naftalosiyaninlerin ct-DNA ile baglanma
sabiti degerlerini 1,25+(0.01)x10* ve 1,13£(0.03)x10* M™! olarak bulmuslardir.
(Bas vd., 2019). Barut vd. (2020); periferik veya periferik olmayan tetra siibstitiie
suda ¢oziiniir ¢inko (II) ftalosiyaninler (5a ve Sb) ile ct-DNA’ya baglanma sabiti
degerlerini 2,92+(0,20)x10° ve 1,30+(0,16)x10° M~ olarak bulmuslardir (Barut
vd., 2020). Karmakar vd. (2018); 4'-N, Ndimetilamino-3-hidroksiflavon
(DMAHF)'nin ct-DNA’ya baglanma sabitini 0,64x10> M olarak bulmuslardir
(Karmakar vd., 2018). Demirbas vd. (2019); suda coziinebilen kuaternize tetra
stibstitiie periferik ¢inko ve bakir ftalosiyaninlerinin ct-DNA ile baglanma
sabitlerini siras1 ile 6,53+(0,04)x10* M ve 1,144+(0,02)x10* M™ olarak

49



bulmusglardir (Demirbas vd., 2019). Baran vd. (2020); ¢inko ftalosiyanin ile ct-
DNA ile baglanma sabitini 5,2+(0,52)x10* M~! bulmuslardir (Baran vd., 2020)

4.1 Ftalosiyanin ct-DNA etkilesimine dair termodinamik degerlendirmeler
Farkl1 sicakliklarda yapilan UV-Gor. titrasyonlari ile elde edilen verilerden
Kbv baglanma sabitleri hesaplandi. Hesaplanan Ks sabitleri diigiik sicakliklarda
yiiksek sicakliklardan daha biiyiik ¢ikmustir. 20 °C’de 3,68x107 M mertebelerinde
olan K degeri 50 °C’da 3,84x10° M olarak bulunmustur (Tablo 4.1). Dolayist ile
calisilan sicaklik araliginda Kv’de yaklasik 10 katlik bir azalma s6z konusudur.
Farkli sicakliklarda elde edilen baglanma sabiti degerlerinden Gibs serbest enerjisi,

entalpi, entropi degisimi degerleri asagidaki esitliklerle hesaplanmistir.

AH AS a1
W =—Zrt g
AG = —RTnK, 12)

I/T, InKs grafiginin egimi -AH/R, kesim noktas1 AS/R’ye esittir. AG degeri ise 12
numaral esitlikte R, T, InK» degerleri yerine yazilarak hesaplanmstir.

Baglanmaya dair entalpi degisimi -65 kj/mol, entropi degisimi ise -78,3 Jmol'K"!
olarak bulunmustur (Tablo 4.1). Tablodan goriildiigii gibi Gibbs serbest enerji
degisimi, entalpi ve entropi degisimi negatiftir. Bu durum tepkimenin entalpi
kaynakli yiirliyen bir tepkime oldugunu isaret etmektedir. Benzer ¢aligmalar icin

termodinamik veriler Tablo 4.2°de verilmistir.
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[DNA]

Sekil 4. 2 25 °C gergeklestirilen Uv-Gor. bolgesi titrasyon verileri, dogrusal olmayan

regresyonu.
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Sekil 4. 3 30 °C gergeklestirilen Uv-Gor. bolgesi titrasyon verileri, dogrusal olmayan
regresyonu.
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Sekil 4. 4 35 °C gergeklestirilen Uv-Gor. bolgesi titrasyon verileri, dogrusal olmayan

regresyonu.
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Sekil 4. 5 40 °C gergeklestirilen Uv-Gor. bolgesi titrasyon verileri, dogrusal olmayan

regresyonu.
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Sekil 4. 6 45 °C gergeklestirilen Uv-Gor. bolgesi titrasyon verileri, dogrusal olmayan
regresyonu.
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Sekil 4. 7 50 °C gergeklestirilen Uv-Gor. bolgesi titrasyon verileri, dogrusal olmayan

regresyonu.
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Sekil 4. 8 1/T’ye kars1 InKy, grafigi.
Tablo 4. 1 Ftalosiyanin ct-DNA etkilesimlerine dair termodinamik veriler.
T Kby AS AG
(K) Mm! (kJmol ™) (Jmol K1) (kJmol ™)
293 3,68%107 -40,9
298 5,78x107 -44.0
303 1,42x107 -40,6
308 1,47x107 -65,0 -78,3 41,8
313 2,83x10° -38,5
318 3,94x10° -40,0
323 3,84x10° -40,7
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Tablo 4. 2 Literatiirde benzer ¢aligmalar i¢in elde edilen termodinamik parametreler

Bilesik Sicakhk,K  Kp, M AH, kJmol! AG, kJmol! Kaynak

3 298 2036 55,7 -18,9 Bagda vd.,2017
CoTsFs 298 4,6x10* 53,7 -26,6 Monajjemi vd.,2007
FeTsFs 298 5,3x104 50,7 -27.0 Monajjemi vd.,2007
TSPP 298 37,4x10% 76,7 -31,8 Monajjemi vd., 2007
H,Fs 293 5,3x104 —34,1 -27.8 Kogan vd.,2017
(3Q)

ZnFs 293 33,1x10* -15,8 -314 Kogan vd.,2017
(4Q)

InFs 293 18,9x10* 7,8 —29,6 Kocgan vd.,2017
(5Q)

Q-ZnFs 293 (LnKy): 6,21 26,0 -15.,5 Alishah vd.,2018
Q-CoFs 293 (LnKyp): 12,01 35,0 -28,3 Alishah vd.,2018

5 293 2100,9 11,3 —-18,6 Uslan vd.,2019

6 293 68,0 53,9 -10,5 Uslan vd.,2019

7 293 24,0 22,3 -16,2 Uslan vd.,2019

4.2 Floresans Yer Degistirme
Floresans yer degistirme ¢aligmalart DNA-kii¢lik molekiillerin etkilesiminin
incelenmesinde ¢ok sik kullanilan bir yontemdir. DNA ile etkilestigi bilinen bir
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prob ile etkilestirilir. Ardindan etkilesim tiirii bilinmeyen bilesik ortama ilave

edilerek prob ile yarismaci olarak tepkimeye girip girmedigi arastirilir.

Mevcut tez kapsaminda ethidium bromiir probu kullanildi. Etidium bromiir
cift sarmal DNA ile etkileserek ¢ok kuvvetli floresans emisyonu yapmaktadir. Bu
bilesigin InFs molekiili ile yer degistirmesi bilesigin EtBr-DNA kompleksinin
floresans emisyonunu soniimlenmesine neden olur. Soniimleme sadece EtBr’le
yerdegistirdigini gostermiyor olabilir. Ortama eklenen InFs ayn1 zamanda floresans
inaktif bir molekiill olusumuna neden olabilir ve bu nedenle de sOniimleme
gerceklesebilir. Ote yandan ortamda artan molekiil sayisi ile de uyarilan molekiiller

carpisarak enerjilerini 1s1masiz yoldan verebilirler.

Tim bu noktalarda goéz onilinde bulundurularak floresans yer degistirme
verileri Stern-Volmer esitligi ile muamele edilerek séniimleme sabiti 8.5x10* M

I olarak

olarak hesaplandi. Bimolekiiler séniimleme sabiti ise 8.5x10'> M'ls
bulundu. Bu deger Einstein-Smoluchowski dinamik soniimleme sabitinden (10'°
M) yiiksektir. O halde EtBr ve ct-DNA kompleksinin InFs ile soniimlemesi
difiizyon kontrollii dinamik soniimlemeden ¢ok statik soniimleme olarak

degerlendirilebilir.
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Sekil 4. 9 EtBr- ct-DNA kompleksinin InFs ile soniimlenmesine ait Stern-Volmer egrisi

4.3 ct-DNA Erime Calismalari

Cift sarmal heliks DNA yapis1 bazlar arasindaki hidrojen baglarindan dolay1
ve istiflenmeden dolay1 belirgin olarak kararhidir. Sicakligin artirilmasi ¢ift
sarmaldaki baglar zayiflar. Bu durum ¢ift sarmalli yapinin agilarak tek iplikli
yapilarin olugmasint saglar. Cift sarmal DNA’nin yarisinin tek zincirli hale
doniistiigli  sicaklik erime sicakligt olarak isimlendirilir. Erime sicakligi
makromolekiiliin kararliligina baghdir ve ligandlarla ekilesim ile bu sicaklik

degisebilir (Alam vd., 2018).

95 °C’ de denatiire olmus ct-DNA tek sarmalli yapisinin 260 nm’de DNA
bazlarimin molar absorblama katsayisi ct-DNA ¢ift sarmalli formuna gore daha
yiiksektir. Bu nedenle DNA ¢ozeltisinin sicaklign artirildiginda 260 nm’de
absorpsiyonu artar. Sicakliga kars1 absorbans degerleri grafi§e gecirilerek erime

sicaklig belirlenebilir.
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DNA ile etkilesen molekiiller erime sicakliginmi etkilerler. Oluklara
baglanma ve elektrostatik olarak etkilesimler erime sicakliginda kiigiik farklara
neden olur. Ote yandan interkalasyon gibi kuvvetli bir etkilesim ise erime
sicakliginda daha yiiksek degisimlere neden olur (Bhattacharya ve Mandal, 1997;
Rehman vd., 2015).

Erime deneylerine gore sadece ct-DNA varliginda erime sicakligi 62 °C
iken InFs varliginda 69 °C olarak bulunmustur. Erime sicakligindaki fark ise 7 °C
olarak bulunmustur. Bu fark InFs’nin ct-DNA ile etkin bir sekilde etkilestigini

gostermektedir.

4.4 Jel Elektroforez Calismalari

Jel elektroforez yontemi DNA-kiiciik molekiil etkilesimlerinde siklikla
kullanilan yontemlerden bir tanesidir. Jel elektroforez yonteminde, uygulanan bir
elektrik potansiyeli varliginda molekiillerin jel de biiytikliik ve ytikii gibi faktorlere
bagli olarak ilerlemesinde farkliliklar meydana gelir. Herhangi bir molekiiliin jel
icerisinde ilerlemesini etkileyen farkli parametreler de vardir. Ornegin uygulanan
potansiyelin biiyiikliigli, siiresi ve molekiiliin konformasyonu gibi 6zellikler

biyomolekiillerin jel i¢erisinde hareketini etkiler.

Tez kapsaminda ct-DNA ile InFs molekiiliiniin etkilesimi jel elektroforez
yontemi ile de incelenmistir. Sabit miktarda ct-DNA {izerine artan miktarda InFs
eklenerek yaklasik 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi &rnekler
loading dye ile jele yiiklenmistir. Jel goriintiileri Sekil 4.10°da goriilmektedir.
Sekilden de goriildiigli gibi InFs’in ortama eklenmesi ct-DNA’nin siddetli
parlakligin1 azaltmakta ve daha sonra parlaklik tamamen kaybolmaktadir. Bu
durum InFs ile ct-DNA’nin etkili bir sekilde etkilestigini ve dolayisi ile EtBr’nin ct-
DNA ile etkilesimini engelledigini gostermektedir.
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Sekil 4. 10 Jel elektroforez bant profili

1: Dna ladder, 2: nmrs/Neeona=0, 3: Nmrs/Nee.ona=0.23, 4: Nimrs/Meepna=0.48; 5: Nyprg/Ner
pNa=0.71, 6: ninrs/Ne-ona=0.95, 7: Nmrd/NeoNa=1.2, 8: Ninrs/Ne.ona=1.4, 9: Nirs/NeoNA=1.7,
10: nmpps/Neeona=1.9, 11: npmrs/Meepna=2.1, 128 Ngmrd/Neona=2.4, 13: Nrs/Neepna=2.6, 14:
Nips/MeeoNa=2.9, 15! nNmrd/Meeona=3.1, 16: nmrs/Neona=3.3, 17: Nmrd/Neona=3.6, 18:

l’llnFs/Ilct.DNA=3.8, 19: l’llnFs/l’lct.DNA=4.0, 20: sadece InFs.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

DNA’y1 hedefleyen kemoterapi ajanlari kanser tedavisi i¢in oldukca
onemlidir. Tedavi siire¢lerinde hasta konforunun saglanabilmesi i¢in yan etkilerin
ve maliyetin diisiik oldugu yeni protokollerin gelistirilmesine dair bilimsel

arastirmalar oldukga 6nemlidir.

DNA ile non-kovalent etkilesen bilesiklerin sentezi 6zellikle son yillarda
oldukea popiiler arastirma konularinin basinda gelmektedir. Bu bilesiklerin normal
somatik hiicre DNA’larina da baglanmalar1 yani kanser hiicrelerine segici
olmamalar1 tedavi siirecinde hastalarin agiz kurulugu, aftlar, tat alma hissinde
kotiilesmeler, gastrik problemler, sa¢ dokiilmesi gibi bircok yan etkiye neden

olmaktadir.

Terapi ajanlarinin kanser hiicrelerinde toksiklik gdstermesi ve diger
hiicrelere zarar vermemesi i¢in oldukca farkli yaklasimlar gelistirilmektedir.
Bunlardan bir tanesi 151k ile aktivasyonu saglanan fotosensitif ajanlarin

gelistirilmesidir.

Ftalosiyaninler 151k ile aktive olabilen fotoduyarl bilesiklerdir. Bu bilesikler
genis n-7 sistemleri nedeni ile DNAyla istiflenme, oluga baglanma, interkalasyon

gibi bir¢ok yolla baglanabilmektedirler.

Bu tez kapsaminda da yeni sentezlenen ftalosiyanin bilesiginin ct-DNA ile
etkilestigi ve bilesigin kanser tedavisinde kullanilma potansiyeli oldugu

gosterilmistir.
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