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Tez ¢aligmasinda yeni nesil floresans maddeler olan benzimidazol temelli platin (II) ve
paladyum (II) iceren metal kompleksleri ve perilen diimit tiirevi yapilarin tek iplik
oligoniikleotitler, ¢ift iplik kisa ve uzun DNA’lar ile kovalent olmayan etkilesimleri hem
DNA ile etkilesime girme mekanizmalar1 {izerinden hem de olusan komplekslerin
spektroskopik 0Ozelliklerinden dolayr DNA goriintiileme amaciyla kullanilabilme
tizerinden tartisilmistir. Baglama etkilesimleri hakkinda kalitatif ve/veya kantitatif bilgi
saglayan cesitli kiitle spektrometrik, spektroskopik ve jel elektroforetik yontemler

kullanilmistir.

Tez c¢alismasinda N,N-di(n-butil)-1,6,7,12-tetra(4-hidroksifenoksi)perilen-3,4,9,10-
tetrakarboksilik asit diimit (FP-3), Sakkarinato-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-
il)piridinpaladyum(ll) (PT-5), Sakkarinato-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-
il)piridinplatin(ll) (PT-6) yapilar1 boyalar olarak kullanilmistir. Tezde kullanilan
boyalarin, tek iplik oligoniikleotitlerin, ¢ift iplik DNA’larin ve aptamerlerin
karakterizasyonu, bu boyalarla niikleik asitlerin etkilesimleri, etkilesim stokiyometrileri,
kararliliklar1 ve etkilesim olusumunda etkili olan kovalent olmayan etkilesimin tiiriiniin
tayini, DNA baglanma yiizdeleri, inkiibasyon siiresinin ve inkiibasyon derigiminin
etkilesim  {izerine etkisi ile ilgili caligmalar Matriks Yardimli  Laser

Desorpsiyon/Iyonlastirmali Kiitle Spektrometresi (MALDI-MS) ve/veya Elektrosprey



Iyonlastirmali Kiitle Spektrometresi (ESI-MS) ile incelenmistir. Ayn1 molekiil kiitlesine
sahip farkli dizilimdeki oligoniikleotitlerin konformasyonel olarak farkliliklarinin ve bu
oligontikleotitlerin eslesmesi ile olusan cift iplik DNA ile PT-5 ve PT-6 yapilarinin
etkilesimlerinin konformasyonel olarak incelenmesi amaciyla Iyon Hareketliligi Kiitle

Spektrometresi (IM-MS) ile analizleri yapilmistir.

Baglanmanin uygun oldugu etkilesimlerin absorbans degisiklikleri Ultraviyole-Goriiniir
Bolge Spektroskopisi (UV-vis) ile izlenerek baglanma sabitleri hesaplanmis ve floresans
verimleri Floresans Spektroskopisi ile izlenmis olup kiigclik molekiil-DNA etkilesim
mekanizmalar1 arastirilmistir. Ayrica tez ¢alismasinda kullanilmak {izere sentezlenen
yapilarin Agaroz Jel Elektroforezi yonteminde sensdr-boyar madde olarak kullanimi ve
DNA teshisinde kullanilip kullanilamayacagi incelenmistir. Boylece DNA, RNA ve
bunlarin fraksiyonlarinin gozlemlenmesine dayanan, literatiirde ve uygulamalarda
siklikla kullanilan, olduk¢a kanserojen olan Etidyum Bromiir yerine alternatif

goriintlileme ajanlart tespit edilmeye ¢aligilmastir.

Ozgiin 1:1 stokiyometrideki tiim etkilesimler igin optimum inkiibasyon siiresi 24 saat

olarak bulunmustur.

Perilen diimit tiirevi FP-3 boyasinin uzun zincirli ¢ift sarmal DNA yapilar i¢in iyi bir
interkalatér oldugu ve etkin bir sekilde goriintiileme ajani olarak EtBr’ye alternatif
olabilecegi sonucuna varilmistir. Benzimidazol tiirevi olan platin (II) iceren PT-6 ve
paladyum (II) igeren PT-5 yapilariin DNA niikleik asitlerinin tiim niikleobazlariyla
etkilesime girdigi ve platinin paladyuma kiyasla daha kuvvetli ve kararli etkilesim
olusturdugu belirlenmistir. Bu boyalarin DNA ile baglanmalarinda, EtBr molekiiliine
kiyasla daha zayif floresans etki gosterdikleri bulunmustur ancak 6zellikle uzun ¢ift
sarmal DNA’larla etkilesimler i¢in EtBr’ye alternatif goriintiileme ajan1 olabilecekleri
belirlenmistir. Tez calismalar1 sonucunda DNA ile iyi etkilestikleri tespit edilen bu
boyalarin tip alaninda kanser teshisi ve ileriki deneysel calismalarla birlikte kanser
tedavisi alaninda, yan etkileri ve direnci bilinen -cis-platine alternatif olarak

kullanilabilme olasiliklariin yiiksek oldugu kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Oligoniikleotit, DNA, kovalent olmayan etkilesimler,
Benzimidazol, Platin (II), Paladyum (II), Perilen diimit, Kiitle Spektrometrisi, UV-vis ve
Floresans Spektroskopi, Agaroz Jel Elektroforez.
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In the thesis study, the non-covalent interactions of benzimidazole-based platinum (1)
and palladium (1) containing metal complexes and perylene diimide derivative structures
with single-stranded oligonucleotides, double-stranded short and long DNAs were
discussed both through their mechanisms of interaction with DNA and their use for DNA
imaging due to the spectroscopic properties of the complexes formed. Various mass
spectrometric, spectroscopic and gel electrophoretic methods have been used that provide

qualitative and/or quantitative information about binding interactions.

N,N-di(n-butyl)-1,6,7,12-tetra(4-hydroxyphenoxy)perylene-3,4,9,10-tetracarboxylic

acid diimide (FP-3), Saccharinato-2,6- bis(N-methyl-benzimidazol-2-
yl)pyridinepalladium(ll) ~ (PT-5),  Saccharinato-2,6-bis(N-methyl-benzimidazol-2-
yl)pyridineplatin(ll) are used in the thesis study as dye structures. Studies on the
characterization of the dye structures, single-stranded oligonucleotides, double-stranded
DNAs and aptamers used in the thesis, interactions of these dyes and nucleic acids,
interaction stoichiometry, stability and determination of the type of non-covalent
interaction that is effective in the formation of interaction, DNA binding percentages, the
effect of incubation time and incubation concentration on the interaction were examined

with Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry (MALDI-MS)



and/or Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS). lon Mobility Mass
Spectrometry (IM-MS) analyzes were performed in order to examine the conformational
differences of oligonucleotides with the same molecular mass in different sequences and
the conformational examination of the interactions of the double-stranded DNA (which

Is formed by the pairing of these oligonucleotides) with PT-5 and PT-6 structures.

The absorbance changes of the interactions where binding is appropriate were monitored
by Ultraviolet-Visible Region Spectroscopy (UV-vis), and binding constants were
calculated, fluorescence efficiencies were monitored by Fluorescence Spectroscopy, and
small molecule-DNA interaction mechanisms were investigated. In addition, the use of
the structures synthesized for use in the thesis study as a sensor-dye in the Agarose Gel
Electrophoresis method and whether they can be used in DNA identification were
examined. Thus, alternative imaging agents have been tried to be determined instead of
Ethidium Bromide, which is highly carcinogenic, which is based on the observation of

DNA, RNA and their fractions, which is frequently used in the literature and applications.

The optimum incubation time for all interactions in the specific 1:1 stoichiometry was
found to be 24 hours.

It was concluded that FP-3 dye, a derivative of perylene dimide, is a good intercalator for
long double-stranded DNA structures and can be an alternative to EtBr as an effective
imaging agent. It has been determined that PT-6 containing platinum (Il) and PT-5
containing palladium (11) dyes, derivatives of benzimidazole, interact with all nucleobases
of DNA nucleic acids and platinum creates a stronger and more stable interaction
compared to palladium. It has been found that these dyes show weaker fluorescence
compared to the EtBr molecule in binding with DNA, but it has been determined that they
can be an alternative imaging agent to EtBr, especially for interactions with long double-
stranded DNAs. As a result of the thesis studies, it was concluded that these dyes, which
were found to interact well with DNA, have a high probability of being used as an
alternative to cis-platin, whose side effects and resistance are known, in the field of cancer

diagnosis and treatments with further experimental studies.

Keywords: Oligonucleotide, DNA, non-covalent interactions, Benzimidazole, Platinum
(1), Palladium (I1), Perylene diimide, Mass Spectrometry, UV-vis and Fluorescence

Spectroscopy, Agarose Gel Electrophoresis.
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1. GIRIS

DNA,; replikasyon, transkripsiyon, protein kodlamasi ve hiicre biitiinliigiiniin yan1 sira
kalitim i¢in genetik bilgiyi tasimada anahtar bir molekiildiir ve ilaglarin 6zelliklerini
arastirmak i¢in birincil farmakolojik hedef olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [1],[2].
DNA'nin ilaglarla etkilesimi lizerine yapilan ¢alismalar, farmasotik arastirmalar i¢in aktif
bir alan olusturmustur. DNA ve ila¢ molekiilleri arasindaki etkilesim mekanizmalarinin
aciklanmasi, yeni tip molekiillerin akilci tasarimi hakkinda bilgi edinmek igin gereklidir.
Bu nedenle, baglanma modunu ve bunun ilag aktivitesi ve toksisite ile iligkisini anlamak

elzemdir [1].

laclar, ligandlar ve kimyasallar gibi kiiciik molekiiller, DNA ile kovalent ve kovalent
olmayan etkilesimler yoluyla etkilesime girmektedirler. Kovalent etkilesimler DNA'da
tersinmez olan ve hiicre dliimiine neden olan kimyasal degisikliklere yol agmaktadir.
Kovalent olmayan etkilesimler, kovalent etkilesimlere kiyasla daha zayif olan molekiiller
aras1 kuvvetlerdir. DNA yapisi, kovalent olmayan etkilesimler i¢in ¢ogunlukla tersinirdir.
flac ve DNA molekiilleri arasinda elektrostatik baglanma, interkalasyon ve yarik
baglanma (major ve mindr yariklar) etkilesimleri gibi kovalent olmayan etkilesimler
gerceklesmektedir. Elektrostatik etkilesim, DNA'nin anyonik fosfat omurgas: ile kiiciik
molekiillerin  pozitif yiikleri arasindaki etkilesimler kaynakli olusmaktadir.
Interkalatorler, van der Waals, hidrojen bagi veya hidrofobik etkilesimler gibi farkli
baglanma tiirleriyle ¢ift iplik DNA yapisina istiflenen molekiiller olup kararli bir DNA-
interkalator kompleksi olusturmaktadirlar. DNA ¢ift sarmalinda mindr ve major olmak
tizere iki tane yarik bulunmakta olup bu yariklar molekiillerin DNA’ya baglanmasi i¢in
yer olusturmaktadirlar. Yarik baglanmada ise, kiigiikk molekiiller DNA’nin bazlar ile
hidrojen bag1 [3] veya van der Waals etkilesimleri gibi molekiiller arasi kuvvetler yoluyla
etkilesime girmektedirler. Interkalasyon ve yarik baglanma, kiiciik molekiillerin

dogrudan ve segici olarak ¢ift iplik DNA'ya baglandigin1 géstermektedir.

DNA ile kiiciik molekiillerin etkilesimleri birgok yontemle izlenebilmekte olup molekiiler
modelleme [4],[5], ayak izi (foot-printing) [6], Niikleer Manyetik Rezonans [7], Kiitle
Spektrometresi [8], FTIR [9], Raman Spektroskopisi [1], Kapiler Elektroforez [10],
Yiizey Plazmon Rezonansi [11], Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektroskopisi [12],



Floresans Spektroskopisi [13] ve kolorimetri [14] gibi teknikler yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Platin, biyouyumluluk, elektriksel iletkenlik, radyoopasite ve dayaniklilik gibi {istiin
ozelliklerinden dolay1 tipta aktif olarak kullanilmaktadir [15]. Kanser hala tiim diinyada
insan saglig1 i¢in 6nemli bir sorundur. Antikanser ilaglarin en aktif sinifi olan cis-platin,
karboplatin ve oksaliplatin diinya ¢apinda klinik olarak ¢esitli kanserlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Genis bir antitiimor aktivite spektrumu sergileyen bu antikanser
ilaclarinin klinik uygulamalarinin 6niindeki baslica engeller; yan etkiler, toksisite
(nefrotoksisite) ve ilag direnci olarak sayilabilir [16]. Bu engelleri ortadan kaldirabilmek
icin platin kompleksleri iizerine ¢ok sayida calisma yiiriitilmektedir. DNA hedefli
antitimor platin komplekslerinin arastirilmasi, toksisitesi az, ilag direnci diisiik ve
etkinligi daha yiiksek yeni nesil platin bazli komplekslerin kesfedilmesi i¢in umut verici
caligmalardir. Cis-platin (cis-diamindiklorplatin(Il)) yapisi testis, yumurtalik, mesane,
akciger, mide gibi cesitli kanser tiirlerinde dikkate deger bir kematerapotik potansiyel
sergileyen en etkili antikanser ajanlarindan biridir. Bir antitiimér ilag olarak cis-platinin
basarisi, daha iyi farmakolojik 6zelliklere sahip yeni metal komplekslerinin arayisini
motive etmistir. Uzun zamandir platin kimyasinin ana hedefi cis-platin ve tiirevlerinden
daha az ciddi yan etkiye sahip veya cis-platine direngli timdrlerin tedavisi igin genis bir

kapsama sahip yeni ilaglarin tasarimina yonelmistir.

Cesitli hastaliklarin tedavisinde platin (II) ve tiirevleri haricindeki farmakolojik
potansiyele sahip tiirler arasinda paladyum (II) bilesikleri, esas olarak paladyum (II) ve
platin (II) bilesikleri arasinda var olan yapisal analoji nedeniyle 6zel ilgi gérmektedir
[15],[17]. Paladyum (II) bilesikleri sitotoksisiteleri, segicilikleri ve ¢oziintirliikleri
nedeniyle platin ilaglarla rekabet eder [15]. Paladyum komplekslerinin yapisal kararlilig
ve degiskenligi, paladyum (II)'yi terapotik metallerin arastirilmasinda tercih edilen metal
haline getirmistir. Ayrica, paladyum (II) bilesiklerinin mutajenik olmadig1 ve bu nedenle

terapdtiklerde uygulama igin giivenli oldugu gosterilmistir [15],[18].

Heterosiklik yapilar, organik kimyada oldugu kadar tibbi alanda da merkezi bir rol
oynamaktadir. Azot heterosiklikleri, birgok dogal ve sentetik molekiille benzerlikleri
nedeniyle gesitli farmakolojik aktiviteler sergiler. Bu yapisal benzerlik nedeniyle canli

sistemlerin biyomolekiilleri ile kolayca etkilesime girebilirler [19]. Benzimidazol yapisi,
2



DNA niikleotitlerinin yapisinda bulunan piirinlerle belirli bir kimyasal analojiye sahip
olmalar1 sebebiyle avantajli bir bilesik olup gii¢lii biyolojik aktivite sergileyerek niikleik
asit sentezini engellemektedir. Benzimidazol ligandlar1 ile metallerin kombinasyonu ve
etki mekanizmalar1 klinik deneylerde calisilan antikanser ilaglarin tasariminda 6nemli
faktorlerdir. Raporlanan sonuglara gére koordinasyon komplekslerinin incelenen metal
iyonundan bagimsiz olarak benzimidazol ligandina goére sitotoksik veya hiicre

biiyiimesini engelleyen (antiproliferatif) aktiviteyi her zaman arttirdig1 gézlenmistir [15].

Perilen diimit tlirevleri, hastaliklarin erken teshisinde ve antikanser ve antibakteriyel
etkilerde biiyiik potansiyel gostermektedir [20]. in vivo deneyler, perilen diimitlerin
normal hiicreler lizerinde daha az yan etki ile kanser hiicrelerini ve tiimorleri baskilamak
i¢in iyi bir kapasiteye sahip oldugunu desteklemektedir [21]. Ustiin kimyasal ve foto
kararliliklar1 nedeniyle yiiksek floresan 6zellige sahip olan perilen diimitler, polar

olmayan ¢oziiciilerde pigment renklendiriciler olarak uzun yillardir kapsamli bir sekilde

kullanilmustir [21]-[23].

Son yillarda, fonksiyonel perilen dimitlerin potansiyel biyo-uygulamalarini kesfetmek,
biyokimyanin 6n saflarinda popiiler bir arastirma alamidir. 1,8-naftalimid, naftalin
diimitler, akridinler, amonafid, etidyum bromiir, daunomisin ve doksorubisin gibi birgok
aromatik ve diizlemsel mutajen, DNA'nin iki bitisik baz ¢ifti arasindaki bosluga
interkalasyon yapabilir. Interkalasyon yoluyla etkilesim ile hem DNA transkripsiyonu
hem de replikasyonu inhibe edilir fakat bu interkalasyon sitotoksisite ve mutasyonlara

neden olur.

Perilen dimitler; sert ve tamamen diizlemsel bir aromatik nano-iskelet igermekte olup son
yillara kadar biyo-goriintiileme ve anti-kanser ajani olarak kullanimlariyla ilgili fazla
aragtirma yapilmamistir [21],[22]. Perilen dimit ve DNA arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler nadiren rapor edilmistir [24]. Bu kompleks yapilarin interkalasyon kabiliyeti;
koordinasyon geometrisi, ligand verici atom tipi ve metal iyon tipi ile iligkilidir. Bununla
birlikte, DNA interkalatorlerinin boyut, sekil ve elektrik yiikleriyle ilgili molekiiler
ozellikleri hala tam olarak anlasilamamistir. Bu nedenle, farkli boyut, sekil ve elektrik
yiiklerine sahip fonksiyonel perilen dimitleri sentezlemek ve bunlarin DNA
interkalatorleri olarak kullanimlarini arastirmak ve hiicresel dagilimlarin1 ve antikanser
aktivitelerini arastirmak biiyiik ilgi ¢ekmektedir [21],[22].
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Ticari olarak birgok kiiclik molekiil interkalatdrii bulunmakta olup Etidyum Bromiir
DNA'ya sikica baglanan ve giiclii floresan dogasi nedeniyle farkli biyolojik deneylerde
DNA'y1 etiketlemek i¢in kullanilan en bilinen interkalatorlerden biridir. Etidyum bromiir
giiclii bir boya olmasina ragmen orta derecede toksisiteye sahip gii¢lii bir mutajen olarak
kabul edilir [25]. Alternatif boyalar, EtBr'ye esit veya daha fazla hassasiyet iddia etse de,
fiyat ve hassasiyet agisindan bliylik farkliliklar gostermektedir. Piyasada etidyum
bromiire alternatif olarak farkli baglanma tiirlerine, toksisiteye, hassasiteye, kararliliga,
optik Ozelliklere sahip birgok ticari boya bulunmakta olup bunlarin en yaygin
kullanilanlari; Methylene blue (metilen mavisi), Cyrstal violet (kristal mor), SYBR safe,
Gel Red isimli boylardir. Diger bir alternatif boya olan Akridin turuncusu yiiksek
membran gecirgenligine sahip olup bu mutajen boya tarafindan DNA hasarinin
giiclendirildigi gosterilmis ve sitotoksisitesinden dolay1 anti-tiimor ajani olarak bile

kullanimi 6nerilmistir [26].

Kiiclik molekiillerin DNA ile etkilesimi literatiirde kapsamli bir sekilde incelenmis olup
DNA ile ¢ok iyi baglanma gosteren benzimidazol temelli yeni nesil metal kompleksleri
ve perilen diimit tiirevleri kullanilarak yapilan DNA goriintiilenmesi hakkinda birgok
calisgma yer almaktadir [20],[22],[24],[27]-[36]. DNA sarmalinin iginde bulunan
hidrofobik yapi, molekiillerin floresans 6zelliklerinde biiyiikk degisikliklere yol
acmaktadir. DNA ile etkilesime girdiginde floresan 6zelliginde degisiklik kazanan bir¢cok
maddenin DNA goriintiileme, teshis ve tedavi yontemlerinde kullanimi literatiirde genis
yer tutmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolayi, bu maddelerin florometrik yontemlerle ¢cok
diisiik derisimlerde analizleri yapilabilmektedir. Floresans katsayisi yliksek olan

bilesikler ¢ok kii¢iik miktarlardaki tayine olanak verebilmektedir.

Molekiil-DNA etkilesimlerini aragtirmak i¢in onlarin DNA-baglanma modunu bulmak
kiictik molekiil tasarimi i¢in O6nemli olan yapi-aktivite faktorlerini belirlememizi
saglamaktadir. Kiiciik molekiiller ile DNA etkilesimlerini kapsamli bir sekilde
aydinlatmak ve elde edilen verileri hiicresel yanitlarla birlestirmek teshis ve tedavi amaclh

kullanim basamaklarinin anlagilmasina yardimci olmaktadir.

Literatiirde ¢ok genis bir sekilde gerceklestirilen ¢alismalara ragmen giliniimiizde hem
DNA goriintiileme hem de DNA ile etkilesime girip degisik 6zellikler yaratacak degisik

molekiil ve gecis metal kompleksleri ile ilgili hala yogun ¢aligmalar yapilmaktadir. Tez
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caligmalar1 kapsaminda, DNA ile kompleks yapan perilen dimit tiirevi bilesikler ve
benzimidazol temelli metal igeren bilesikler sentezlenerek bunlarin DNA ile baglanma
stokiyometrilerinin,  kararliliklarinin,  baglanma  bolgelerinin ~ ve  etkilesim
mekanizmalarinin tayini ile ilgili ¢alismalar ESI-MS ve MALDI-MS ile incelenmistir.
Baglanmanin uygun oldugu kompleks yapilarin absorbans degisiklikleri UV-Vis
Spektroskopisi ile ve floresans verimleri Floresans Spektroskopisi ile izlenmistir. Ayrica
sentezlenen bu yapilarin Agaroz Jel Elektroforezi yonteminde sensor-boyar madde olarak
kullanimi ve DNA goriintiilemesinde, teshisinde kullanilip kullanilamayacagi incelenmis
olup bu boyar maddelerin Etidyum Bromiir yerine alternatif goriintiileme ajanlar1 olarak

kullanilip kullanilamayacag: tartisilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyomolekiiller ve Biyomolekiiler Siirecler

Insan viicudu, toplu olarak yasamin temel islevlerini yerine getiren yaklasik otuz trilyon
hiicreden olusmaktadir. Hiicreler, iglerinde bulunan c¢esitli organik molekiillerin
yardimiyla bu yasami siirdiirme gorevlerini yerine getirebilmektedirler. Bu organik
molekiillere biyomolekiiller denmektedir. Biyomolekiiller ¢ok c¢esitli boyutlara ve
yapilara sahiptir ve ¢ok ¢esitli yasamsal siireclerde yer almaktadirlar. Birincil elementleri
karbon, hidrojen, oksijen, fosfor ve siilfiir olan yirmi besten fazla dogal elementten

olusmaktadirlar [37].

Viicut fonksiyonunu diizenlemek igin bir hiicrede yaklasik 10.000 ile 100.000 molekiil
bulunmaktadir. Ancak karbonhidratlar, yaglar, niikleik asitler ve proteinler olarak dort
ana biyomolekiil tiirii bulunmaktadir. Diger bilesiklerin ¢ogu, bu ana birincil bilesiklerin
tiirevleridir. Her biyomolekiiliin kendine has 6zellikleri vardir ve yasam i¢in gerekli olan

bazi 6zel iglevleri yerine getirmek iizere tasarlanmistir [38].

Niikleik asitler, hiicrelerde ve viriislerde bulunan makromolekiiller olup genetik bilginin
depolanmasi ve transferinde yer almaktadirlar. Niikleik asitler dogasina, yapisina ve
islevine gore Deoksiriboniikleik asitler (DNA) ve Riboniikleik asitler (RNA) olarak iki
gruba ayrilmaktadir. Nesillere aktarilmasi gereken tiim bilgileri depolayan genetik
materyal olan niikleik asitler tiim canli organizmalarin ve viriislerin biyolojik gelisimini

belirlemektedir.

RNA tiim canli hiicrelerde bulunan bir niikleik asittir. Farkli organizmalarda farkli rollere
sahip olan bu materyal bazi virlislerde genetik materyal gorevi gormekte diger
organizmalarda enzimatik aktivite gostermektedir. Organizmalar arasinda ii¢ tip RNA
bulunmakta olup bunlar; ribozomal RNA (rRNA), mesajct RNA (mRNA) ve tastyici
RNA (tRNA) olarak adlandiriimaktadir. Ugiiniin de yasamin gelismesinde ve

strdurilmesinde temel rolleri bulunmaktadir.

Niikleik asitler; DNA ve RNA, canlilarin iglevlerini yerine getiren RNA ve proteinleri
yapmak i¢in hiicrelerde okunan genetik bilgiyi tagimaktadirlar. DNA, canli hiicrelerdeki
en 6nemli molekiillerden biridir. Yasam i¢in kullanim kilavuzunu kodlayan genetik bir

materyaldir. Bir hiicredeki genetik materyal tasidig: bilgilerin kalitimina izin veren DNA



replikasyonu yoluyla kopyalanabilir ve genetik devamlilik saglanarak sonraki nesillere
aktarilabilir. Bilgi akist DNA'dan RNA'ya ve ardindan proteine dogrudur. DNA'daki
bilgilerin biiyiik bir kism1 6nce mRNA'ya kopyalanir ve ardindan proteinlere ¢evrilir [39].

DNA’nin tek ipligi lizerindeki ti¢ bazli niikleotit dizilerine “kodon” denilmektedir.
Kodonlar ise proteinleri olusturan farkli yapidaki aminoasitleri kodlamaktadir. RNA
polimeraz enziminin goérevi DNA ¢ift sarmal yapisim1 olusturan iki ipligi ayirarak
sonrasinda tek ipligi okuyup niikleotit dizisini kopyalayarak DNA’dan mRNA
olugturmaktir. Bu siirece transkripsiyon basamagi denilmektedir. Translasyon
basamaginda ise mRNA’nin tagidig1 genetik kod, ribozomlar tarafindan aminoasitlerden
proteinlere doniistiiriilmektedir. Sekil 2.1’de DNA’dan yola ¢ikarak protein sentezinin

basamaklarinin sematik bir gosterimi verilmistir.

Replikasyon DNA DNA dizlimi TTC CTG AAC CCG TTA

Transkripsiyon

MRNA mMRNA dizilimi UUC CUG AAC CCG UUA
c c

l Translasyon g s £ < =

orotein Aminoasit © :Q (é!- 5_9 ‘Q
E <

Sekil 2. 1. DNA’dan protein sentezi basamaklarinin sematik gdsterimi

RNA ve DNA'nin 6nemi kiyaslanamaz. Genetik bilgiyi tasiyan DNA, cekirdegi terk
edemez ve bu nedenle RNA, transkripsiyon ve ¢ekirdegin disinda gergeklesen translasyon
siirecleri yoluyla protein sentezi i¢in genetik bilginin transferinde yer almakta ve gen

ekspresyonunu da kontrol etmektedir [37].

Proteinler ise, amino asit kalintilarinin dallanmamis polimerleridir. Konumlarina ve
islevlerine gore proteinlerin sentezinde yer alan yaklasik yirmi iki amino asit
bulunmaktadir. Proteinler organizmalarin temel bilesenleri olup hiicrelerdeki hemen
hemen her siirece katilmaktadirlar. DNA replikasyonu, hiicre sinyali, metabolik

reaksiyonlar katalize etme, hiicre ve doku yapilarinin ingasi ve molekiillerin bir yerden



bir yere tasinmasi gibi silireclerde yer almaktadirlar. Fonksiyonel ozelliklerine gore
yapisal proteinler, enzimler, hormonlar, solunum pigmentleri, tasiyici proteinler, motor

proteinleri, depolama proteinleri, toksinler seklinde siniflandirilmaktadirlar.

Yasamsal olaylar, nesilden nesile miras kalan genetik bilgi tarafindan diizenlenen bir dizi
ve bir kimyasal reaksiyonlar agidir. Genetik bilginin kendisi bir dizi kimyasal islemle
iiretilmekte ve iletilmektedir. Bu reaksiyonlarin her birinde, biyokimyasal reaksiyonlari
cozeltilerdeki siradan kimyasal reaksiyonlardan ayiran bazi karakteristik siirecler
gerceklesmektedir. Bu siire¢ genellikle “molekiiler tanima (molecular recognition)”
olarak adlandiriimaktadir. Ornegin, enzimatik reaksiyonun meydana gelmesi icin,
"enzim-substrat kompleksi" olusturmak amaciyla substrat molekiillerinin ilk olarak
protein tarafindan reaksiyon siirecinde barindirilmasi gerekir. Molekiiler tanima siireci
son derece segici ve spesifiktir ve spesifiklik kadar segicilik de canli sistemlerin

yasamlarini siirdiirmelerinin anahtaridir [40].

Biyomolekiiler tanima, biyomolekiillerin genellikle oldukga spesifik, yiiksek afiniteli ve
tersinir molekiiler hedeflerini tanidig1 ve bunlara baglandig siiregtir. Cok ¢esitli teshis ve
sentetik teknolojilerde kullanilmaktadir. Biyomolekiiler tanima, tipik olarak uyum iginde
calisan birgok zayif etkilesim tarafindan yonlendirilmektedir. Bu etkilesimlerin en
onemlileri (i) kalict yiikler, dipoller ve dortlii kutuplardan kaynaklanan elektrostatik
etkilesim, (ii) indiiksiyon ve dagilma kuvvetlerine yol acan etkilesim ortag: tarafindan
yiik dagilimlarinin polarizasyonu, (ii1) Pauli ilkesinden tiiretilmis atomlar arasi itme ve
(iv) bliylik olgiide ¢oziicliniin entropisinden kaynaklanan ve hidrofobik etki olarak
adlandirilan giiclii, "gekici" kuvvetlerdir. Sulu ortam, elektrostatik ve indiiksiyon
etkilesimlerinin etkisini onemli Ol¢lide azalttigindan, hidrofobik etki genellikle dogru
biyomolekiil-hedef komplekslerinin olusum kararliligini saglayan baskin giictiir. Diger
etkiler ise, iki etkilesim ortagi arasinda ideal olmayan bir etkilesim agiin kurulacagi
baglanma olaylarin1 kararsizlastirarak makromolekiiliin hedefine yonelik spesifikligini

tanimlamada 6nemlidir [40].

Molekiiler tanima, molekiiller arasindaki spesifik bagin siirecini ifade eder. Bu
molekiillerden biri genellikle bir makromolekiil veya molekiiler birlestirmedir (molecular
assembly), digeri ise kii¢iik bir molekiil veya bagka bir makromolekiil (ligand, analit)
olmak iizere baglandig1 hedef molekiildiir. Bu tiir komplekslerin olusumunu yonlendiren

kuvvetleri ve bu kuvvetlerin etkilesen molekiillerin fiziksel 6zellikleri ve c¢evreleriyle



nasil iliskili oldugunu anlamak, belirli, istenen sekillerde etkilesime giren molekiillerin

ve malzemelerin rasyonel tasarimina izin vermektedir [41].

Biyomolekiiller, organizmalarin biiylimesine, devam etmesine ve ¢ogalmasina yardimci
oldugu icin yasamsal hayati Ooneme sahiptir. Birbirleriyle etkilesime girerek, tek
hiicrelerden insanlar gibi karmasik canlilara kadar organizmalarin insasinda yer
almaktadirlar. Sekil ve yapilarindaki cesitlilik ile birlikte islevlerinde de c¢esitlilik
saglanmaktadir. Biyolojik molekiillerin bir¢ok islevi hala bir sirdir ve daha fazla molekiil
kesfetmek ve yasamu siirdiirme siireclerindeki rollerini anlamak i¢in giincel ileri teknikler

kullanilmaktadir [38].
2.2. DNA Yapisi ve Fonksiyonu

1940'larda, DNA’nin kimyasal olarak birbirine benzeyen sadece dort tip alt birimden
olusan uzun bir polimer oldugu bilgisi bilinmekteydi. Goriiniirdeki kimyasinin basitligi
nedeniyle biyologlar o yillarda DNA'y1 genetik materyal olarak kabul etmekte zorlandilar
[42]. 1952'de Rosalind Franklin, bir X-1sinlar1 demetinin saf bir DNA lifinden sagilma
seklini goriintiileyerek DNA'nin ii¢ boyutlu yapisi1 hakkinda bilgi veren 51. X-igin1
kirmim modelini fotografladi [43]. Erken X-1sin1 kirinim sonuglari, DNA'nin bir sarmal
halinde sarilmis iki polimer dizisinden olustugunu gosterdi. DNA'nin ¢ift sarmalli
(double-stranded DNA) oldugu gozlemi ¢ok onemliydi ve DNA'nin Watson-Crick
yapisina yol acan baslica ipucglarindan birini saglayan bu model ile birlikte DNA'nin
replikasyon ve bilgi kodlama potansiyeli ortaya ¢ikti [42]. Franklin'in 51. Fotografi
(Photo 51), bilim adamlarinin DNA'nin ii¢ boyutlu yapisi hakkinda daha fazla bilgi
edinmelerine yardimct oldu ve bilim adamlarmin DNA'nin kalitimdaki roliinii

anlamalarini sagladi [43].

Bir DNA molekiilii, dort tip niikleotit alt biriminden olusan iki uzun poliniikleotit
ipliginden olugsmakta olup bu ipliklerin her birine bir DNA ipligi (single-stranded DNA)
ad1 verilmektedir. Niikleotitler, bir veya daha fazla fosfat grubunun bagli oldugu bes
karbonlu bir seker ve azot igeren bir bazdan olusan DNA’nin alt birimleri olup sekerler
ve fosfatlar araciligiyla bir zincirde birbirlerine kovalent olarak baglanirlar. Fosfodiester
bag1 olarak adlandirilan bu kovalent bag ile ardisik iki sekerden birinin 3. karbon atomu
ile digerinin 5. karbon atomu arasindaki fosfat grubunun bag olusturmasiyla sekerler

birbirine baglanir. Boylece bir iplikte bitisik konumda bulunan niikleotitler birbirlerine



kovalent olarak baglanir ve bu baglanma tiirii seker-fosfat-seker-fosfat omurgasini

olusturur.

DNA'daki seker, tek bir fosfat grubuna bagli 5 karbonlu 2-deoksiriboz sekerdir. Her bir
seker grubuna, azot igeren molekiil yapisina sahip adenin (A), guanin (G), sitozin (C) ve
timin (T) ad1 verilen niikleobaz yapilari baglanir [42]. Bu dort bazin seker-fosfat grubuna
baglanmasi ile niikleotitler meydana gelir. Bu niikleotitler; adenozin monofosfat,
guanozin monofosfat, sitidin monofosfat, timidin monofosfat olarak adlandirilirlar.
DNA’nin bir ipliginde yer alan bir baz ile diger iplikteki tiimleyici (komplementer) bazi
ile hidrojen bag1 kurarak eslesir. Adenin niikleobazi sadece timin niikleobazina, sitozin
niikleobaz1 ise sadece guanin niikleobazi ile baglanir. DNA’nin ¢ift sarmal yapisinda
birbirleriyle karsilikli olarak esleserek baglanan iki baza bir baz c¢ifti denilir.
Niikleotitlerin eslestirilmis baz kisimlar1 arasindaki hidrojen baglar iki ipligi bir arada

tutar ve boylelikle ¢ift sarmal DNA zinciri olusur.

Fosfodiester bagi ise asimetrik bir yapiya sahip olup bu durum her bir DNA ipliginin bir
yonii olmasma neden olmaktadir. Cift sarmal DNA yapisinda bir iplikte bulunan
niikleotitlerin birbirleri ile baglanma yonleri diger iplikte yer alan niikleotitlerin
yonlerinin tam tersidir. Sekil 2.2.A’da DNA molekiilii ¢ift iplik seklinde diiz olarak
gosterilmistir ancak gercekte birbirine antiparalel olarak ¢alisan iki iplik B’de gosterildigi

gibi ¢ift sarmal (heliks) seklinde biikiiliir [44].

DNA'nin ¢ift sarmal {i¢ boyutlu yapisi, iki poliniikleotid ipliginin kimyasal ve yapisal
ozelliklerinden kaynaklanir. Bu iki iplik, farkli ipliklerdeki bazlar arasindaki hidrojen
bagi ile bir arada tutuldugu i¢in, tim bazlar ¢ift sarmalin i¢ kisminda, seker-fosfat

omurgalari ise dis tarafta yer almaktadir. Sekil 2.2.B’de bu durumu goriilmektedir.
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DNA'nin yapi taslari DNA ipligi
Fosfat  geker (single-stranded DNA)
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Seker fosfat ~ Baz

Cift sarmal DNA

Cift iplik DNA
(double-stranded DNA) (double-stranded DNA)
Seker-fosfat >
Duz yapi omurgasi (heliks yapi)

Hidrojen bagl baz giftleri

Sekil 2. 2. A) Cift iplik DNA (diiz yap1), B) Cift sarmal DNA (heliks yap1) [44]

Niikleobazlar iki tlirde siniflandirilmakta olup adenin ve guanin bes ve alt1 iiyeli
halkalarin kaynagmasindan olusan heterosiklik yapida piirin tiirevi bilesikler, sitozin ve
timin, alt1 tiyeli halka yapida pirimidin tiirevi bilesiklerdir. Birbirleri ile etkilesen iki baz
cifti arasinda olusan hidrojen bagi sayilar farklilik gostermekte olup adenin ve timin baz
ciftleri (AT) arasinda iki hidrojen bagi, guanin ve sitozin baz ¢ifti (GC) arasinda 3
hidrojen bag1 olugsmaktadir. Bu durum goz 6niinde bulunduruldugunda guanin sitozin
(GC) baz ciftinin, adenin timin (AT) baz ¢iftinden daha kuvvetli yapida oldugu yorumu
yapilabilmektedir. Hidrojen baglar1 kovalent baglara kiyasla zayif etkilesimler olmalari
sebebiyle kolaylikla kopup tekrar olusabilir. Bu sebeple ¢ift sarmal DNA’nin igerdigi
birbirinin tamamlayicist olan iki iplik mekanik giicle veya yiiksek sicaklik altinda fermuar
gibi agilarak kolaylikla birbirinden ayrilabilir [45]. Sekil 2.3’te baz ¢iftlerinin

baglanmasinin sematik bir gésterimi yer almaktadir [44].
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Sekil 2. 3. Baz ciftlerinin baglanmasinin sematik gosterimi [44]

DNA yapisinin baglanma 6zellikleri, ¢ift sarmali olusturan GC baz ¢iftlerinin ylizde orani
ve sarmal uzunluguna bagl olarak degismektedir. Yiizde olarak yiiksek oranda guanin-
sitozin baz ¢ifti iceren uzun ¢ift sarmal DNA’daki iplikler birbirlerine daha kuvvetli
sekilde bagli olup oransal olarak daha yiiksek adenin-timin baz ¢ifti iceren kisa ¢ift sarmal
DNA’daki iplikler ise birbirleriyle daha zayif etkilesirler [46]. Ayrica, DNA zincirinin
baz diziliminden bagimsiz olarak ¢ift sarmal yapisinin kararlilig1 hidrofobik etkilesimler

ve w istiflenmesine de baghdir.

Tamamlayici baz eslesmeleri, baz ¢iftlerinin ¢ift sarmalin i¢ kisminda enerji agisindan en
uygun diizenlemede paketlenmesini saglar. Bu dilizenlemede, her baz cifti benzer
genisliktedir, boylece seker-fosfat omurgalarint DNA molekiilii boyunca esit mesafede
tutar. Baz ¢ifti paketlemesinin verimliligini en iist diizeye ¢ikarmak igin, iki seker-fosfat
omurgasi, yaklasik her on baz c¢iftinde bir tam doniisle bir ¢ift sarmal olusturmak iizere
birbirinin etrafinda dolanir. Sekil 2.4.A’da DNA c¢ift sarmalinin doniisii ile olusan mindr
ve major yariklar gdsterilmekte, B’de ise baz ¢ifti eslesmelerini, baz ciftleri arasindaki
hidrojen baglanmayi, fosfodiester baglanmasini da iceren ¢ift sarmal DNA’nin kisa bir

boliimiiniin sematik gosterimi yer almaktadir [44].
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Sekil 2. 4. A) Minér ve major yarik, B) Cift sarmal DNA’nin kisa bir boliimiiniin sematik
gosterimi [47]

DNA'nin her doniisii 10.4 niikleotit ¢iftinden olusur ve bitisik niikleotit ¢iftleri arasindaki
merkezden merkeze mesafe 0.34 nm'dir. iki ipligin birbirinin etrafina sarilmasi, ¢ift
sarmalda iki yarik olusturur [44]. Sekil 2.4.A’da gosterildigi gibi, daha genis olan bosluga

major yarik, daha kiigiik olana ise mindr yarik denir.

Niikleotitler, bir sekerin 3'-hidroksil grubu ve digerinin 5'-fosfat grubu aracilifiyla
fosfodiester baglariyla kovalent olarak birbirine baglanmakta bdylece, her poliniikleotit
ipligin bir kimyasal polaritesi olusmakta olup ipliklerin her iki ucu kimyasal olarak
farklidir. 3' ug, seker halkasi {izerindeki 3' konumuna bagl baglantisiz bir -OH grubu
tasimakta 5' ug ise seker halkasi tizerindeki 5' konumuna bagli bir serbest fosfat grubu

tagimaktadir.
2.3. Kovalent Olmayan Etkilesimler

Kovalent olmayan etkilesimler dogada her yerde bulunan ve kimyasal sistemlerin
uyumuna, biitiinliigiine katkida bulunan etkilesim tiirleridir. Kovalent baglarla

karsilagtirildiginda, genel olarak, molekiil i¢i ve molekiiller aras1 kovalent olmayan
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etkilesimler bolgesel olarak zayiflardir. Bu baglar kovalent baglara kiyasla ¢ok daha
diisiik enerji ve bag yonliiliigl sergilemektedirler. Bununla birlikte, birgok durumda bu
etkilesimler, yapilarin sentez, kataliz ve tasariminda toplu olarak baskin rol
oynayabilmektedirler. Kovalent olmayan etkilesimler genellikle baglarin ve
etkilesimlerin alt smiflarinda siniflandirilmaktadir. Kovalent etkilesimlerden farkl
olarak, kovalent olmayan etkilesimler elektron paylasimini icermezler ve genellikle
cekici-itici kuvvetleri (attractive and repulsive forces) kapsarlar [48]. Bu kuvvetler
sayesinde etkilesimler zayif olarak gerceklesir gérev tamamlandiktan sonra etkilesim
ortadan kalkip yeni bir etkilesim baslatmak {lizere gorev alirlar. Aksi takdirde kovalent
etkilesimler olsayd: etkilesimden sonra orijinal bilesiklere doniis olmayacak ve yeni
etkilesim i¢in yeni bilesiklerin sentezinin yapilmasi gerekecektir. Bu durum ise biyolojik

sistemlerin tikanmasina neden olacaktir.

En yaygin kovalent olmayan etkilesim tiirleri ve tez ¢alismalar1 kapsaminda goriilen

etkilesim tiirleri asagida agiklanmaktadir.
2.3.1. Elektrostatik Etkilesimler

Elektrostatik etkilesimler, yiiklii molekiiller arasinda (iyon-iyon) etkilesimleridir. Bu
etkilesimler 50-350 kJ/mol enerjiye sahiptir. Etkilesim enerjisi, Coulomb Yasasi’na gore

hesaplanmakta olup Esitlik 2.1°de Coulomb Yasasi’nin denklemsel gosterimi verilmistir.

qiq;

= — Esitlik 2.1
4MEQEy T

Burada gi ve q; yiiklerin biyiikligi, rjj iki yiik arasindaki uzaklik, € vakumdaki
gecirgenlik, & ise yiiklerin bulundugu ortamdaki bagil dielektrik sabiti olarak
adlandirilmaktadir. Esitlige gore, iki yiik arasindaki etkilesimin ¢ekici veya itici kuvvetler
ile saglandigin1 sdyleyebiliriz. iki iyon arasindaki uzaklik arttiginda bag kuvveti azalir.
Ayrica, & sabitinin kismi elektriksel etkilesim kuvvetleri lizerinde 6nemli etkisi vardir.
van der Waals kuvvetleri ile birlikte, polar ortamda elektrostatik etkilesimin biiyiikligii
azalma gosterir. Elektrostatik etkilesim, kovalent olmayan etkilesimler igerisinde en

kuvvetli olanidir ve biyomolekiiller ile kompleks olusumunda 6nemli rol oynamaktadir
[48].
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2.3.2. iyon-Dipol Etkilesimleri

Iyon-dipol kuvvetleri bir iyon ve bir polar molekiiliin etkilesiminden meydana gelir. Polar
molekiil tizerindeki kismi yiikler ile zit yiikteki iyonlar arasinda etkilesim
gerceklesmektedir. Ornegin sodyum kloriir gibi iyonik bir bilesigin sulu ¢dzeltisinde
sodyum iyonu komsu su molekiillerinin lizerindeki (oksijende) kismi negatif yiiklerle ve
klor iyonu ise komsu su molekiillerinin {izerindeki (hidrojende) kismi pozitif yiiklerle
etkilesime girerler. Iyonlarin etrafin1 saran ¢dziicii molekiilleri bir kabuk olusturarak
iyonlarin orgii (lattice) enerjisine karsi yeterli kararlilikta olmasii saglar. Iyon-
indiiklenmis dipol kuvvetleri ise bir iyon ve bir apolar molekiiliin etkilesiminden
meydana gelmektedir. Tipki dipol-indiiklenmis dipol kuvveti gibi, iyonun yiikii apolar
molekiiliin iizerindeki elektron bulutunun bigimlenmesine neden olur. iyon-dipol ve iyon
indiiklenmis dipol kuvvetleri, dipol-dipol etkilesimlerinden daha kuvvetlidir c¢iinki

herhangi bir iyonun yiikii, bir yonlenmis dipol yiikiinden ¢ok daha biiyiiktiir [48].
2.3.3. Hidrojen Bag

Hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimin 6zel bir tiirii olup genellikle, elektrostatik
etkilesimlerden daha zayif fakat van der Waals kuvvetlerinden daha kuvvetli bir
baglanmadir. Hidrojen bagi, molekiillerin bir araya gelip bag olusturmasi (self-assembly)
ve molekiiler tanimlama (molecular recognition) sistemlerinde karsimiza ¢ikan ideal bir
etkilesim tiiriidiir [48]. Bu baglanma, her ikisi de elektronegatif olan atomlarin elektron
ciftlerini kullanarak heteroatoma bagli hidrojen atomunu paylagma egilimleriyle olusan
baglanma olarak ifade edilebilir. Hidrojen atomu; F, O, N gibi elektronegativitesi yiiksek
bir atomla kovalent olarak baglanma yaptiktan sonra bag elektronlar: elektronegativitesi
yiiksek olan atom tarafindan ¢ekilir ve bagda kutuplagsma meydana gelir. Bu durumda;
komsu molekiilde bulunan elektronegatif atomdaki eslesmemis elektron cifti, elektron
acisindan fakirlesen hidrojen atomu tarafindan cekilir. Boylelikle hidrojen atomu komsu
molekiiller arasinda koprii gorevi goren 6zel bir elektrostatik etkilesime girer. Hidrojen

bag1 enerjisi ~4-120 kJ /mol’diir.
2.3.4. n-x Istiflenme Etkilesimleri
n-n istiflenme (stacking) etkilesimleri 0-50 kJ/mol enerjiye sahip zayif etkilesim

tiriidiir. Bu etkilesim, n-konjuge sistemlerde genel olarak, biri elektronca zengin digeri
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elektronca fakir iki aromatik halkanin p orbitallerinin molekiileraras1 Ortiismesi ile

gerceklesmekte olup w elektron sayist arttikga etkilesim kuvveti artmaktadir.

2.3.5. van der Waals Kuvvetleri

van der Waals kuvvetleri, yoriinge elektronlariin bir atom veya molekiiliin bir tarafina
kisa siireli kaymasindan kaynaklanan ve bitisik atomlarda veya molekiillerde benzer bir
kayma yaratan gegici olarak dalgalanan bir dipol momentinin neden oldugu elektrostatik

kuvvetler olarak tanimlanabilir [49].

Gegici olarak olusan dipoller arasindaki zayif kuvvetler olan van der Waals kuvvetleri
(enerjisi<5 kJ/mol), mesafeye bagli olan bir etkilesim olup atomlar, molekiiller arasindaki
¢ekme ve itmenin yani sira diger molekiiler arasi etkilesimleri de icermektedir. Keesom
kuvveti olarak adlandirilan kalict dipol-dipol etkilesimleri, Debye kuvveti denilen kalici
dipol-indiiklenmis dipol etkilesimleri ve London dagilim kuvveti olarak bilinen ayni anda
indiiklenen iki dipol arasindaki etkilesim kuvvetleri van der Waals kuvvetlerini

tanimlamaktadir.

Molekiillerin kutuplagmasindan kaynaklanan van der Waals kuvvetleri genellikle zayif
etkilesimler olup etkilesim kuvveti; etkilesimin mesafesine ve ortama bagli olarak
degismektedir. Baglanmaya katkis1 oldukc¢a fazla olan bu kuvvetler, ¢okca etkilesimin bir
anda olusmasiyla giiglii bir bag olusturabilirler. Kimyasal yapidan bagimsiz olarak her
tirlii molekiil arasinda olusabilen van der Waals kuvvetleri, bu 6zelliginden dolay:

spesifik olmayan etkilesim olarak ifade edilebilir.

2.3.6. Hidrofobik Etkilesimler

Molekiillerin polar olmayan kisimlari, sulu ¢ozeltide veya diger protik ortamlarda bir
araya gelme egiliminde olup bu egilimi saglayan kuvvete hidrofobik etkilesim
denilmektedir. Bu etkilesimler direkt olarak etkilesim biiyiikliigiine ve yiizeyinin yapisina
baglhdir. Supramolekiiler kimyada, niikleik asitlerin eslesmesinde, protein gibi biiyilik
molekiillerin katlanma (folding) ve tanimlanmasinda, hidrofobik etkilesimlerin 6nemi
biiyiiktiir. Hidrofobik etkilesimler, 6zellikle, sulu ¢ozeltide bulunan, hidrofobik kaviteye
sahip halkasal konak molekiillerin (siklodekstrin, kaliksaren vb.) apolar konuk molekiiller

ile inkliizyon komplekslerinin olusumunda biiyiik 6neme sahiptir [48].
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2.4. Molekiillerin DNA ile Kovalent Olmayan Etkilesimleri

DNA’nin bir¢ok potansiyel baglanma bolgesine sahip olan biiyiik ve karmasik bir yapida
olmasi sebebiyle koordinasyon bilesikleri iki temel etkilesim tiiri ile DNA’ya
baglanabilmekte olup bu etkilesimler tersinmez ve tersinir baglanma olarak
gerceklesmektedir. Tersinmez baglanma; kovalent veya koordine kovalent baglanmay1
iceren tersinmez baglanma seklinde, tersinir baglanma ise elektrostatik etkilesimler,
interkalasyon (intercalation) ve yarik baglanma (groove binding) gibi molekiilerarasi

etkilesimler kaynakli olugsmaktadir.

DNA’nin dis ylizeyinde bulunan gruplarla olan dig baglanma denilen etkilesimlerin
biiyiik bir ¢ogunlugu elektrostatik etkilesimlerdir [50]. Elektrostatik etkilesimler diger
etkilesim tiirlerine kiyasla daha zayif olmasina ragmen ilaglarin biyolojik etkinliklerinde
biiylik etkisi bulunmaktadir. Elektrostatik etkilesimler DNA’nin negatif yiikli fosfat
gruplartyla kiigiik molekiillerin pozitif yiikli uglarinin etkilesmesiyle gerceklesir ve
DNA’nin kararliligimi arttirir. Bu etkilesim fosfat gruplarinin sahip oldugu negatif yiik
notralize edilerek ortadan kaldirilabilir. DNA ile yapilan diger etkilesim tiirleri de
molekiilde bulunan fonksiyonel gruplarin o6zelliklerine bagli olarak elektrostatik

etkilesimi biinyesinde barindirabilirler [28],[36].
2.4.1. Yarik baglanma (Groove binding)

DNA'nin kii¢iik molekiiller ve proteinler tarafindan molekiiler olarak taninmasi, yapisal
biyoloji ve ila¢ tasariminda temel bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Baglanma
tiirlerinin ve baglanma bolgesi seciciliginin basarili bir sekilde tahmin edilmesi giiglii ve
secici gen diizenleyici ilaglar olarak yeni molekiillerin tasarimi ve sentezindeki gelismeler

icin yararl olacaktir [51].

Ikiz sarmal iplikler DNA omurgasini olusturmakta olup iplikler arasindaki bosluklar takip
edilerek mindr ve major olmak tizere iki tane yarik bulunabilir. Bu yariklar baz ciftlerine
bitisiktir ve molekiillerin DNA’ya baglanmasi icin yer olusturabilirler. Iplikler
birbirlerine gore simetrik konumda olmadiklari i¢in yariklar esit olmayan boyuttadirlar.
Mindr yarik 12 angstrom (1.2 nm) biiyiik yarik ise 22 angstrom (2.2 nm) genisligindedir
[52]. Major yarigin daha genis olmasi nedeniyle minér yariga gore bazlarin kenarlari

major yarikta daha erisilebilirdir. Sonug olarak, ¢ift sarmalli DNA'daki spesifik dizilere
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baglanabilen transkripsiyon faktorleri gibi proteinler genellikle major yarikta agiga ¢ikan

bazlarin kenarlariyla temas ederler [53].

Artan sayidaki yiiksek coziiniirliiklii yapilar, DNA'nin hem kiiciik hem de biiyiik
yariklarinin proteinler ve kiiciik molekiiller i¢in reseptorler olarak islev gorebilecegini
diisiindiirmektedir. Kompleks olusumu hem DNA'da hem de ligandlarda degisen
derecelerde konformasyonel degisikliklerle sonuglanmaktadir [54]. Protein ve
oligoniikleotit gibi uzun yapilar DNA ile major yarik lizerinden etkilesime girerken ilaglar
gibi kiiciik molekiiller genellikle mindr yarik tizerinden DNA ile baglanirlar [55]. Minor
yarik ¢ok sayida kovalent olmayan baglayici ajanin hedefi durumundadir. Baglanmanin
hangi yarik yoluyla gerg¢eklesecegi molekiil ve yarik iizerindeki elektrostatik cesitlilik, H

bag1 yapabilme olasiligina gore degiskenlik gostermektedir.

Minor yarik baglayicit molekiiller, genelde birbirine amid ve vinil gruplariyla bagl bir¢ok
heterosiklik halkaya sahip olan ve mindr boslugun sekline uygun sekildeki molekiillerdir.
Mindr yarik iizerinden yapilan baglanmalarda yapi; DNA fosfat gruplariyla yapilan
elektrostatik etkilesimler, bazlar {lizerinde bulunan elektronegatif atomlar sayesinde
yapilan hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleri sayesinde daha kararli hale

getirilmektedir [28],[36].

Kiigiik molekiiller DNA ile birka¢ farkli tiirde etkilesime girebilirler. Katyonik
molekiiller icin DNA omurgast boyunca anyonik fosfodiester gruplarina elektrostatik
cekim miimkiindiir ancak bu ¢ekim genellikle fizyolojik kosullar altinda zayiftir. Cift
sarmalin major yari1g1 i¢indeki baglanma, proteinler i¢in daha yaygin olmasina ragmen,
kiiclik molekiiller i¢in nadirde olsa gozlenmektedir. DNA ile simdiye kadar, en yaygin iki
baglama tiirii, ¢ift sarmalin merkezindeki baz ¢ifti yi§inina interkalasyon ve minor yariga

yerlestirmedir [27].
2.4.2. interkalasyon (Intercalation)

Interkalasyon, tipik olarak diizlemsel heterosiklik, aromatik halkalara sahip katyonik
molekiiller i¢in gozlenir. Pozitif yiikiin halka sisteminin bir parcasi olmasi gerekmez,
bunun yerine bir siibstitiient iizerinde de olabilir. Bu baglanma tiirii, ligand i¢in bir
baglanma cebi olusturmak tizere iki bitisik baz ¢iftinin birbirinden ayrilmasini gerektirir

[27],[28]. Interkalasyon komplekslerinin kararliligi; van der Waals, hidrofobik ve
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elektrostatik kuvvetler tarafindan saglanmaktadir. Ardisik baz ciftlerinin birbirinden
ayrilarak bosluk olusturmasiyla DNA’nin sarmal yapisinda yapisal degisiklik olusur ve
sarmal yap1 uzar. Bu yapisal degisiklikler DNA’nin translasyon ve transkripsiyon gibi

tipik siireclerini engellemektedir.

Interkalasyon, major yarigm genislemesi, ¢ift sarmalin uzamasi, sertlesmesi ve
¢cOziilmesiyle sonuglanmakta, ancak aksi takdirde DNA yapisinda minimum bozulmaya
neden olmaktadir. Coziilme derecesi degiskenlik gostermekte olup 6rnegin, floresan yer
degistirme deneylerinde yaygin olarak kullanilan etidyum katyonu DNA'y1 26°
¢ozmektedir. DNA interkalatdr etkilesimleri i¢in baglanma sabitleri tipik olarak 10°-10%
M arasindadir. Klasik ve yivleme olarak iki tiir interkalasyon tiiriinden bahsedilebilir.
Klasik interkalatorler aromatik yapilarini baz ciftleri arasina yerlestirirler. Bir yivleme
interkalatorii ise major ve minor her iki yarik ile giiclii ve ayn1 anda etkilesime giren
terminal gruplar1 olan bir kisim igerir. Sekil 2.5’te interkalasyon tiirleri ve yarik baglanma
gosterilmektedir. Biliylik hacimli = siibstitiientlerin  varliginda tam interkalasyon

engellenebilir, bu durumda kismi interkalasyon meydana gelebilir [56].

Sekil 2. 5. Interkalasyon (sol), yivli interkalasyon (orta) ve yarik baglanma (sag) [56]

2.5. Niikleik Asitler ile Kiiciik Molekiillerin Etkilesimleri

Floresan boyalar, metal kompleksleri ve ilaglar gibi kii¢iik molekiillerin niikleik asit
aragtirmalarinda yaygin olarak kullanildig1 bir¢ok calisma literatiirde son yillarda genis

bir yer tutmaktadir. Niikleik asit yapilariyla kovalent olmayan bir sekilde etkilesime giren
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kiiciik molekiiller antikanser, antitiimor ve antibakteriyel tedavilerle ilgili ¢aligmalarda

oldukg¢a 6nem kazanmistir [29].

Kii¢iik molekiillerin DNA'ya baglanmasinda afinite ve segiciligi belirleyen faktorlerin
aydinlatilmas1 epeyce ilgi ¢ekici bir alandir. DNA bdlgelerinin taninmasini belirleyen
faktorlerin nicel olarak anlasilmasi, kemoterapide uygulama i¢in diziye 6zgii DNA
baglama molekiillerinin tasariminda ve biyoteknolojik araclarin gelistirilmesinde degerli
olacaktir. Pek cok caligsma, kiigiik dogal molekiiller ve bunlarin sentetik tiirevleri ile DNA
arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin aydinlatilmasina odaklanmistir. Bu kiiciik
molekiiller; baz ciftleri arasindaki aromatik heterosiklik gruplarin interkalasyonu ile
baglantili « istifleme etkilesimleri ve DNA sarmalindaki yariklar boyunca baglanmaya
katki sunan hidrojen bag1 ve van der Waals etkilesimleri gibi bir dizi zayif etkilesimlerle
DNA'’ya baglanarak stabilize edilirler. Bu baglanma tiirlerinin DNA’ya bagli kompleksin
stabilizasyonuna katkilarin1 arastirmak degerli veriler sunmaktadir [57]. Kiigiik
molekiillerin, belirli bir baglanma modu ile DNA ile etkilesime girdigi bilinmekte olup
bununla birlikte, birkag ¢alisma, DNA ile etkilesime giren gesitli kiigiik molekiiller igin
karisik veya birden fazla baglanma modu bildirmistir. Karigik baglanma modunun bu

ozelligi, etki mekanizmalarina ve ilaglar i¢in terapotik etkinligine baglanabilir.[28].

Spesifik molekiiller tarafindan DNA yap1 kontrolii diigiiniildiigli zaman bu molekiillerin
DNA'’ya nereden ve nasil bagladiklarini g6z oniinde bulundurmak ¢ok 6nemlidir [58],
[59]. DNA, kiigiik molekiiller ile kovalent olmayan etkilesimler i¢in farkli baglanma
tirlerine sahip olup interkalasyon ve minor yarik baglanmasi en yaygin olanlaridir.
Interkalasyon, ¢ift sarmalli DNA'da istiflenmis bazlarin arasia diizlemsel bir molekiiliin
istiflenmesi anlamina gelir. Dogrudan DNA'ya zarar vermemekle birlikte, DNA-
interkalatér kompleksi, DNA replikasyon siireglerinde yer alan topoizomeraz
enzimlerinin aktivitesini inhibe eder. Interkalasyon, DNA sarmal biikiilmesini azaltir ve
DNA'y1 uzatir. Bir¢ok kiiclik molekiil interkalatorii bulunmakta olup Etidyum Bromiir
DNA'ya sikica baglanan ve giiclii floresan dogasi nedeniyle farkli biyolojik deneylerde
DNA'y1 etiketlemek icin kullanilan en bilinen interkalatérlerden biridir. Interkalasyonun
aksine, yarik baglanmasi DNA konformasyonlarimi degistirmez, ancak kii¢iik molekiil
sadece DNA'nin mindr yarig1 boyunca oturur ve yarigin temel kalintilari ile hidrojen
baglar1 ve Van der Waals etkilesimleri ile stabilize edilir. Yeni ligand, yarik boyunca su

molekiillerinin yerini isgal eder. Bu nedenle, boyle bir etkilesim entropik olarak
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elveriglidir. 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), DNA'da A-T ag¢isindan zengin bolgeye
baglanan minér bir yarik baglayicidir ve floresan dogasi nedeniyle DNA etiketi olarak da
kullanilir. Tek bir bilesik, 6rnegin hem interkalasyon hem de yarik baglama gibi birden

fazla DNA baglama modu olarak kullanabilir [58].

Katyonik veya nétr olabilen DNA interkalatorleri, DNA'y1 elektrostatik olarak ya da
major veya min0r yariklara baglanan ligandlarin aksine, kodlanmis genomun stirekliligini
bozar. Tekli DNA interkalasyon olaylari, dogal biikkiimiin %350'sini asabilen DNA
sarmalinin ¢oziilmesine ve ayrica interkale olan kismi yerlestirmek igin baz ¢ifti
ayrilmasini neredeyse iki katma c¢ikaran sarmal uzamasina neden olur. interkalasyona
eslik eden DNA sarmalinin ¢oziilmesi sarmal uzamasini telafi ederken ve baz-interkalator
istiflenmesini en st diizeye ¢ikarirken, DNA-ligand kompleks deformasyonu ise dogal
DNA omurga yapisinin, bitigik fosfat gruplari arasindaki neredeyse hi¢ degismeyen
mesafesi gibi kritik yonlerini korur. Sekil 2.6.A’da farkli DNA baglama tiirlerinin B.’de

ise DNA sarmalinin uzamasi ve ¢oziilmesinin sematik gosterimi bulunmaktadir [60].

Cozilme

Minor ;
M k DNA interkal
yarlk ajor yari Interkalasyonu

Sekil 2. 6. A.1. Major yarik baglayici, 2. Mindr yarik baglayici, 3. Elektrostatik baglanma,
4. Interkalasyon. B.’de ise DNA sarmalinin uzamasi ve ¢oziilmesinin sematik gdsterimi

[60]

Sekil 2.6.B’deki diyagramlar (Fosfat gruplar1 kirmizi, deoksi seker siyah, baz ciftleri gri
ve interkalator mavi ile gosterilmistir) aralanmis baz ¢iftleri arasindaki ayrimin neredeyse
iki katina ¢iktigini, dogal DNA sarmalinin yarisindan fazlasinin uzamayi telafi etmek igin

¢ozildiglini gostermektedir [60].
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DNA ile kovalent olmayan etkilesime giren hem dogal hem de sentetik kiiglik
molekiillerin ila¢ tasariminda kullanimlar1 ve farmasdtik olarak optimize edilmeleriyle
ilgili calismalar birgok arastirmaci tarafindan yiiriitiilmektedir [60]. Ayrica, kiiciik
molekiillerin biyoteknoloji arastirmalari i¢in floresan etiketler ve problar olarak kullanimi1
[27] ve DNA baglanmasi ile iligkili optik 6zelliklerin tanimlanmasi ve goriintiileme

uygulamalari [60] i¢in bilyiik ilgi gormektedir.
2.5.1. Niikleik Asitler ile Metal Bazlh Komplekslerin Etkilesimleri

Kanser de dahil olmak tizere cesitli hastaliklarin tedavisinde metallerin ve bilesiklerinin
terapotik onemi hakkinda bazi ¢aligmalarin raporlart metal bilesiklerinin tip alaninda
uygulanmasinin 16. yiizyila kadar uzandigini géstermektedir. Giiniimiizde, yaygin olarak
recete edilen metal igeren bilesiklerin sayisi cok fazladir ve antimon antiprotozoal, bizmut
antitilser, demir antimalaryal, altin antiartritik, glimiis antimikrobiyal, platin antikanser
ve vanadyum ise antidiyabetik olarak kullanilmaktadir [15]. Eslesen sekil ve boyut
nedeniyle belirli DNA yapilar1 veya dizileri ile etkilesime giren metal kompleksleri,
ozellikle gecis metal bilesiklerinin zengin fotofiziksel ve elektrokimyasal 6zellikleri géz
Oniine alindiginda, yapisal problar, floresan isaretleyiciler, elektrokimyasal problar veya

DNA ayak izi (footprinting) ajanlari olarak muazzam bir potansiyele sahiptir [56].

DNA veya proteinler gibi ¢ogu biyolojik molekiil elektron yogunlugu bakimindan
zengindir, metal iyonlarinda ise elektron eksikligi vardir. Bu nedenle, metal iyonlarinin
biyolojik olarak ¢esitli molekiillerle etkilesime girmek i¢in belirgin bir egiliminin oldugu
gozlemlenmektedir. Ayrica metal iyonlari, molekiiler oksijen gibi yagam i¢in gerekli olan

cesitli kiiciik molekiiller i¢in de biiyiik bir afiniteye sahiptir [15].

DNA'nin niikleobazlar1 ve fosfat gruplari, metal iyonlarinin ve agik koordinasyon
bolgelerine sahip metal komplekslerinin baglanabilecegi dondr atomlar1 saglar. Metal
iyonlar1 ve kompleksleri ayrica DNA niikleobazlarini, 6zellikle guanini oksitleyebilir
veya seker fosfat omurgasini oksidatif, fotolitik veya hidrolitik mekanizmalarla
parcalayabilir. DNA ¢ift sarmal kopmalar1 ve oksidasyon veya tersinmez kovalent bag
olusumu gibi geri doniisii olmayan DNA hasari, metal toksisitesi ve mutajeniteden

sorumludur [56].
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Bir hiicre onarilamayacak bir hasara ugradiginda, hasarin kalitsal olmasini1 6nlemek i¢in
hiicre genellikle kendini yok etmektedir. Ancak hiicreler bazen hiicre bdliinmesinin
kontroliinii kaybederek kansere yol agmakta bu nedenle kanser kemoterapisi kanser
hiicrelerini 6ldiirmeyi amacglamaktadir. Son altmis yi1l boyunca, basta metal iceren ve
koordinasyon bilesikleri olmak {izere c¢esitli yeni metal tiirevleri, esas olarak gecis
metalleri (d-blok) olmak iizere, ¢cok ¢esitli metallere dayanan olasi1 antikanser ve/veya
antitimor ajanlar olarak yogun bir sekilde arastirilmistir. Kemoterapotik ozelliklere sahip
koordinasyon komplekslerinin tasariminda g6z Oniinde bulundurulmasi gereken
faktorler; c¢oziiniirlik, molekiiler yapt ve geometri, kompleksin toplam yiikii,

stibstitiientler dikkate alinarak uygun ligand se¢imi olarak sayilabilir [15].
2.5.1.1. Platin Temelli Kompleks Yapilar

Platin, biyouyumluluk, elektriksel iletkenlik, radyoopasite ve dayaniklilik gibi {istiin
ozelliklerinden dolay1 tipta kullanilmaktadir [15]. Kanser hala tiim diinyada insan sagligi
icin 6nemli bir sorundur. Antikanser ilaglarin en aktif sinifi olan cis-platin, karboplatin
ve oksaliplatin diinya c¢apinda klinik olarak cesitli kanserlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Genis bir antitimor aktivite spektrumu sergileyen bu antikanser
ilaglarin klinik uygulamalarinin 6niindeki baslica engeller; yan etkiler, toksisite
(nefrotoksisite) ve ilag direnci olarak sayilabilir [16]. Bu engelleri ortadan kaldirabilmek
icin platin kompleksleri ilizerine ¢ok sayida c¢aligma yiiriitiilmektedir. DNA hedefli
antitimor platin komplekslerinin aragtirilmasi, toksisitesi az, ila¢ direnci diisiik ve
etkinligi daha yiiksek yeni nesil platin bazli komplekslerin kesfedilmesi i¢in umut verici
calismalardir [16],[17],[19],[59],[61]-[68]. Sekil 2.7’de cis-platin, karboplatin ve

okzaliplatin molekiillerinin kimyasal yapilar1 yer almaktadir [68].

Cis-platin ve diger platin komplekslerinin DNA ile genel olarak kabul edilen baglanma
mekanizmasinin; birincil dondr atom olarak kabul edilen guanin bazlarinin N7 atomunun
Pt(I) merkezine baglanmasi ve bu baglanmanin daha sonra DNA’daki komsu piirin
bazlar1 (%60-65 oraninda 1,2-GG veya % 20-25 oraninda 1,2-AG) arasinda yaklasik %90
oraninda iplik i¢i veya iplikler aras1 ¢capraz baglar olusturmasi ile sonu¢lanmasi seklinde
oldugu bilinmektedir [16],[66],[68]-[70]. 1970 yi1linda, DNA cis-platinin biyolojik hedefi
olarak tanimlanmistir ve Cis-platinin piirin bazlarina 6zellikle de major yariktaki guanin
bazlarinin N7 atomuna kovalent baglandigi gosterilmistir [71]. Cis-platinin ayn1 iplik

tizerindeki ardisik guaninlerdeki N7 atomlarina baglanmast ile platin-baglanma
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bolgesindeki bazlarin ayrilmasinin indiiklenmesi [71] ve capraz baglanmalarla DNA
sarmal1 6nemli dl¢iide biikiiliir (yaklasik 35-40 derecelik) [68], major yarikta sikisma ve
mindr yarikta genisleme ve diizlesme meydana gelir [52],[72],[73]. Ayrica ¢ok daha az
siklikla gézlemlense bile, adenin ve sitozin de N atomlar1 araciligiyla Pt'yi baglayabilir
[66]. Platinlerin niikleobazlara kararli sekilde baglanmasi DNA’nin replikasyon
basamaginin kesintiye ugramasini saglar [66],[68] ve sonunda kanser hiicrelerinin

apoptozunu indiiklemesinin ardindan kanserli hiicrelerin 6liimii gergeklesir [16].

NH, Cl
N J
Pt
N
NH, O
1 2 3
Sisplatin Karboplatin Okzaliplatin

Sekil 2. 7. cis-platin, karboplatin ve okzaliplatin molekiillerinin kimyasal yapilar1 [68]

Platin baglanmasinin neden oldugu DNA c¢ift sarmalinin eszamanl biikiilmesi ve yerel
¢oziilmesi, hasarli DNA'nin onarim enzimleri tarafindan taninmasi veya lezyonu

onarimdan koruyan proteinlerin baglanmasi gibi 6nemli yapisal motiflerdir [71].

Platin igeren ilaglarin hem aktif bir hidroliz iirlinii olusturabilmeleri hem de serum
proteinlerine ya da kiikiirt iceren aminoasit/peptidlerle etkilesime girerek inaktif hale
gelmemeleri DNA ile koordinasyon yapabilmeleri agisindan ¢ok onemlidir. Hidroliz
kinetigi platinin diger molekiiller ile etkilesiminden negatif yonde etkilendigi i¢cin metal
igerikli ilaglarin kanda bulunan makromolekiillerle etkilesimi ¢ok Snemlidir. Yapilan
arastirmalarda platin iceren ilacin hidroliz olduktan sonra olusan tiirlerinin nasil bir yol
izledigi ya da serum proteinlerine baglanarak nasil engellendikleri aydinlatilmaya

caligilmistir [68].

Metal bazli antikanser ilaglarin ¢ogu, DNA'nin yariklarina koordine ve kovalent olmayan
etkilesimler yoluyla baglamasi hedeflenmektedir. Bu tiir etkilesimlere; n-mt istiflenme,
elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglari aracilik eder. DNA ve metal bazli antikanser

ilaclart arasindaki etkilesimlerin dogasi, metalin oksidasyon durumuna ve metal merkeze

24



bagli organik kisimlara bagli olup bu ligandlar baglanma modunu belirler (sterik etkiye
bagli olarak) ve tasarimlari klinik uygulamalar i¢in kilit dneme sahiptir [15],[74]. Platin
(IT) komplekslerinde tasiyict ligandlarin modifikasyonu; bu ligandlarin etkinliklerini,
DNA ile baglanma seklini, hasarli DNA’nin taninmasini1 ve antitimor aktivitesinin
spektrumunu degistirebilir [16]. Yeni nesil platin kompleksleri, yapi-aktivite iligkisine
bagl olarak gelistirilmekte olup potansiyel olarak aktif komplekslerin; nétr olmasi, cis
oryantasyonunda en azindan biri N-H bagi1 igeren iki adet inert amin ligandi igermesi ve
iki yar1 kararli (semi-labile) ayrilan grup icermesi gerekmektedir. Liganddaki NH grubu
hem biyolojik hedef yaklasiminda hem de yapinin son seklinin hidrojen bagi donor

ozelliklerinden sorumludur [61].
2.5.1.2. Paladyum Temelli Kompleks Yapilar

Cesitli hastaliklarin tedavisinde platin (II) ve tilirevleri haricindeki farmakolojik
potansiyele sahip tiirler arasinda paladyum (II) bilesikleri, esas olarak paladyum (II) ve
platin (II) bilesikleri arasinda var olan yapisal analoji nedeniyle 6zel ilgi gormektedir
[15],[17]. Birkag paladyum (II) bilesiginin antiviral, antibakteriyel, antifungal,
antiprotozoal, antiparaziter ve sitotoksik 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur. Paladyum
(IT) iyonlari, in vivo ve in vitro olarak ¢ogu ana hiicresel islevi inhibe etme yetenegine
sahiptir. Paladyum (II) iyonlar1; amino asitler, proteinler, DNA ve B6 vitamini gibi diger
makromolekiillerle kolaylikla kompleksler olusturur. Paladyum komplekslerinin yapisal
kararliligr ve degiskenligi, paladyum (II)'yi terapotik metallerin aragtirilmasinda tercih
edilen metal haline getirmistir. Ayrica, paladyum (II) bilesiklerinin mutajenik olmadig:

ve bu nedenle terapdtiklerde uygulama igin giivenli oldugu gosterilmistir [15].

Paladyum (II) bilesikleri sitotoksisiteleri, se¢icilikleri ve ¢oziiniirliikleri nedeniyle platin
ilaglarla rekabet eder [15]. Paladyum (II)’nin koordinasyon bilesiklerinin ligand degisim
kinetigi, platin (II) analoglarma kiyasla 103-10° kat daha hizl1 olup bu bilesiklerin
antikanser aktiviteye sahip olmalar1 bilyiik bir heyecan yaratmistir [15],[17]. Ancak,
paladyum (II) bilesiklerinin yiiksek reaktivitesi, sitoplazmadaki yapisal biitiinliiklerini
DNA'ya ulasacak kadar uzun siire korumalarina izin vermemekte ve antikanser ajanlari
olarak kullanimlarim1 zorlastirmaktadir. Bu nedenle, kinetik yiikiimliiliigii azaltmak ve
sitotoksik aktiviteyi maksimize etmek i¢in ligandlarin se¢imi 6nemlidir. Baz1 yazarlarin
ligandlarin sterik engellemesinin, DNA/protein baglama kapasitesini, sitotoksik

aktiviteyi ve yer degistirme (substitution) kinetiklerini de olumsuz etkileyebilecegini
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tespit etmis olmalara ragmen baska bir gorilis olarak diger yazarlar tarafindan sterik
engellemenin DNA ile etkilesimi ve koordinasyon bilesiklerinin antitiimor aktivitesini
gelistirdigi iddia edilmekte olup kinetik reaktivitenin yavaslayarak sitoplazmadaki diger
biyolojik molekiillerin miidahalesi olmadan DNA'ya ulagsmalarina izin verdigi goriisiine
sahiplerdir. Bu gibi dezavantajlarina ragmen, paladyum (II) koordinasyon bilesikleri,
cesitli timor tiplerine karsi sitotoksik aktiviteye sahip maddeler olarak hazirlanmais ve test
edilmis olup cis-platine kiyasla yiiksek aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Yiiksek
kararsizliktan kaginmak i¢in, paladyum (II) bilesiklerine termodinamik kararlilik
saglayan ve onlar kinetik olarak inert yapan ¢esitli ligandlar kullanilmistir. Paladyum
(ID)'nin alifatik aminlerle koordinasyon bilesiklerinin dengesi {izerine, bunu (1H-
benzo[d]imidazol-2-il) metanamin gibi aromatik heterosikliklere kadar genisleten g¢ok

sayida ¢alisma yapilmistir [15].

Heterosiklik yapilar, organik kimyada oldugu kadar tibbi alanda da merkezi bir rol
oynamaktadir. Azot heterosiklikleri, birgok dogal ve sentetik molekiille benzerlikleri
nedeniyle ¢esitli farmakolojik aktiviteler sergiler. Bu yapisal benzerlik nedeniyle canli

sistemlerin biyomolekiilleri ile kolayca etkilesime girebilirler [19].

Son zamanlardaki arastirmalar, sitotoksik platin (II) koordineli heterosiklik amin
ligandlarma sahip olan cis-platin analoglarina yonelmistir [61],[75]. Imidazol, tiyazol,
benzimidazol, benzotiyazol, benzoksazol, piridin ve fenantridin gibi N-heterosiklik
ligandlarla cesitli platin komplekslerinin antitlimor aktivitelerine yonelik yapilan
caligmalar sonucunda bu yapilarin antitimor aktivitelerinin oldugu bildirilmistir
[16],[17]. Son yillarda antitiimér, anti-HIV ve antimikrobiyal maddeler gibi biyolojik
olarak aktif bilesikler hazirlamak i¢in yapisal iskeleler olarak benzimidazollerin
kullanildig1 heterosiklik amino ligandlar1 igeren birka¢ paladyum (II) koordinasyon
bilesigi sentezlenmistir [15].

2.5.1.3. Benzimidazol

Benzimidazol, heterosiklik ve aromatik olan organik bir bilesiktir. Benzen ve imidazol
halka sistemlerinin birlesimi ile olusan bisiklik florofor bir yap1 olan benzimidazol ve
tirevleri liiminesan malzemeler, duyarlilagtirilmig giines pilleri, organik absorpsiyon,
boya sanayii ve ilag endiistrisi (antimikrobiyal, antiviral, antikanser, antiprotozoal,

antienflamatuvar ve analjezik aktiviteler) gibi alanlarda biiyiik ilgi gormektedir [76],[77].
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Ayrica, benzimidazol bazli kromoforlar, ayirt edici lineer ve lineer olmayan optik
ozellikleri ve benzimidazol tiirevlerinin metal iyonlari ile kararli kompleksler olusturma
yetenekleri nedeniyle artan bir ilgi gérmistiir [76]. Sekil 2.8’de benzimidazoliin kimyasal

yapist goriilmektedir.

1

7 H

] N
/>2

> N

4 3

Sekil 2. 8. Benzimidazol molekiiliiniin kimyasal yapisi

Benzimidazol, ilag kimyasinda 6nemli bir farmakofor ve ayricalikli bir yapidir [19].
Benzimidazol, yapisal olarak piirin bazlarina benzer ve B12 vitamini ve tiirevleri gibi
dogal olarak olusan ¢esitli bilesiklerde bulunur [15]. Benzimidazol iskelesi, biyolojik
olarak aktif molekiillerde kimyasal fonksiyonellik gdostermek i¢in yararlt bir yapisal
motiftir. Tiirevlerinden bazilarinin gegis metalleri ile koordinasyon komplekslerinin anti-
timor, anti-HIV, anti-Parkinson, anti-mikrobiyal ajanlar [17] ve sitotoksik, anti-
proliferatik olarak giiclii biyolojik aktivite sergiledikleri ve niikleik asit sentezini
engelledikleri [15] bilinmektedir. Ayn1 zamanda, ge¢is metali bilesiklerinde ligand olarak
gorev yapan azollerin koordinasyon kabiliyeti nedeniyle, benzimidazol gruplarini i¢eren
selatlayici ligandlar, bu tiir tiirevler ve sitotoksik aktiviteleri hakkinda genis bir bilgi
birikimine izin veren biyolojik sistem modellemesi baglaminda kapsamli bir sekilde
incelenmistir [15],[17],[61]. Cis-platine diren¢ mekanizmasini kanitlamak igin, metal
merkezin amin tipi ligandlariin benzimidazollerle degistirildigi ¢cok ¢esitli paladyum (II)
ve platin (II) koordinasyon bilesikleri hazirlanmistir [15] Pd(1l) ve Pt(1l) kompleksleri,
NNH donér bolgeleri boyunca kare diizlemsel geometriye sahiptir. Son zamanlarda 2-
arilaminometilbenzimidazol tiirevleri ve bunlarin metal kompleksleri hakkinda yapisal
caligmalar, antimikrobiyal, in vitro sitotoksisite ve yapi-aktivite iligkileri ile ilgili sonuglar

raporlanmustir [17].

Aromatik heterosiklikler m-vericileri olarak hareket eder ve siklikla verimli m-alicilar:
olarak islev goriir. n-alic1 6zellikleri, piirin ve pirimidin gibi bazlarla n-n istiflenmesinde

rol oynayabilir, DNA alt birimleri ile kompleks olusumunu iyilestirir, tiimore yonelik
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kemoterapide ana amag olan ilacin etkinligini arttirir. Bu nedenle (1H-benzo[d]imidazol-
2-yl)-metanamin ligandi ile paladyum (II)'nin bazi biyolojik olarak ilgili yardimci
ligandlar (kiikiirt ve azot dondrleri) ile koordinasyon komplekslerinin olusumu

incelenmistir [15].

Heterosiklik kromoforlar, miikemmel spektral ozellikleri ve c¢esitli analitleri saptama
yetenekleri nedeniyle en ¢ok arastirilan optik algilama molekiil smiflarindan biridir.
Bunlarin arasinda benzimidazol genellikle bilim adamlarimin dikkatini ¢ekmektedir.
Terapotik olarak aktif bir bilesik olan benzimidazoliin ilag kesfi ve tibbi arastirmalarda
yaygin olarak kullanildig1 bilinmekte olup tiirevleri de yeni optik kimyasal sensorlerin
gelistirilmesi i¢in O6nemli adaylardir. Benzimidazol kismi, heteroaromatik molekiiler
sistemlerde ¢ok islevli bir birim olarak gorev alabilir. Kromojenik pH
duyarliligi/anahtarlama, metal iyon selatlama 6zellikleri ve biyomolekiillerle uyumlulugu
ile birlikte elektron alma ve n-kopriileme 6zellikleri, benzimidazol kismini optoelektronik
ve dogrusal olmayan optik, fotovoltaik, algilama ve biyogoriintilleme gibi farkli

uygulamalar i¢in molekiiler sistemlerde 6zellikle ¢ekici bir yapr tasi haline getirir [78].
2.5.1.4. Perilen Diimitler

Perilen-3,4,9,10-tetrakarboksilik asit diimit tiirevleri (PDI'ler) yiiksek konjugasyona
sahip kromoforik boyalardir. Perilen dimitler donor bir ¢ekirdek ve alici 6zeliiklere sahip
karbonil gruplar1 icermektedir [79]. Sekil 2.9°da perilen dimitin molekiiler yapisi yer
almaktadir [80].

Imit pozisyonu

A
N._.O

Yan bélgeler (bay positions)

Sekil 2. 9. Perilen dimitin molekiiler yapisi [80]
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Perilen dimit yapisinin kimyasal modifikasyonu, optimize edilmis elektronik ve optik
Ozelliklere sahip ¢Oziiniir perilen dimitler iireterek, imit pozisyonlarina ve/veya yan
pozisyonlarma (1, 6, 7, 12 pozisyonlarina) alkil veya aril ikame edicileri dahil ederek
kolaylikla gergeklestirilebilir [80] Sekil 2.10’da baz1 perilen dimit tiirevlerinin molekiiler
yapilar1 yer almaktadir [79].
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Sekil 2. 10. Baz1 perilen dimit tiirevlerinin molekiiler yapilari [79]

Perilen diimit tiirevlerini kirmizidan mora hatta golgeli siyaha kadar genis bir renk
skalasinda gérmek miimkiindiir [79]. Olaganiistii renk goriiniirliigiine ve 1s1sal kararliliga
sahip kimyasal olarak inert olan boyalardir ve bu nedenle floresan 151k toplayicilari, lazer
boyalari, tek molekiil spektroskopisi materyalleri ve otomotiv cilalar1 gibi pigmentler
olarak kullanilmaktadir [30]. Perilen dimitler en degerli fonksiyonel boyalar arasinda
olup ¢ok yonliiliikleri nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir [31],[32]. Cok sayida potansiyel
uygulamaya sahip olan bu boyalar kimyasal ve fotofiziksel kararliliklari, olaganiistii optik
ve elektronik ozelliklerinin bir sonucu olarak organik elektronik ve fotovoltaiklerde
pigmentler, floresans sensorleri ve n-yari iletkenler olarak kullanilmigtir [20]-[23],[32].
Isisal ve 151k kararliliginin yani sira nispeten kolay bir sentez mekanizmasina sahip olmasi
goriiniir spektrumun biiyiik bir aralifinda 15181 absorbe edebilen analoglarini elde etmek

i¢in kullanilan 6nemli bir 6zelligidir [31].
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Tedavi sonuglarini iyilestirmek icin hastaliklarin kesin tedavisi ve teshisi i¢in biyolojik
stirecleri izlemek igin goriintiileme teknolojisini kullanan entegre tedavi, sicak bir konu
haline gelmis olup perilen diimitler, hastalik tedavisi ve teshisi igin iyi bir materyal olarak

kullanilabilen miikemmel fotoisisal dontisiime ve fotokararliliga sahiptir [20].

Perilen dimitlerin 6zellikleri analitik kimya alaninda da ilgi ¢ekicidir. Yiiksek duyarh
analiz elde etmek i¢in giiclii bir potansiyele sahiptir, ¢iinkii florofor; yiiksek fotokararli
ve goriiniir bolge 151k bolgelerinde kuvvetli floresans gosterir. Bazi perilen dimit tiirevleri

DNA, protein membran etiketleme ve hiicre i¢i pH 6lgtimleri igin kullanilmislardir [30].

Ustiin kimyasal ve foto kararliliklar1 nedeniyle yiiksek floresan 6zellige sahip olan perilen
diimitler, polar olmayan c¢dziiciilerde pigment renklendiriciler olarak uzun yillardir
kapsamli bir sekilde kullanilmistir [21]-[23]. Bu yapilarin tek potansiyel dezavantaji,
hiicre goriintiileme uygulamalarini sinirlayan perilen kormoforlariin kiimelenmesi ve
¢okmesi (agregasyonu) nedeniyle zayif ¢oziintirliik ve ¢ok zayif floresans gostermeleridir
[30],[32]. Biyolojik sistemlerde perilen dimitlerin kullanimindaki en biiyiik zorluk suda
¢Oziiniir floresan analoglar1 gelistirmektir, ¢iinkii perilen diimit tlirevleri sulu ¢ozeltide
giiclii n-m istifleme etkilesimleri gosterir, bu da floresansin siddetli sekilde kendi kendini
sondiirme etkisine neden olmaktadir [22],[23]. Perilen dimitlerin polar ¢oziiciilerde
¢ozlinlirliigliniin olmamast bu floroforlarin biyolojik ve tibbi alanlarda kullanimini
engellemistir [21],[22]. Polar ¢oziiciilerde (suda) ¢oziinilirligiin arttirilmasi i¢in Sekil
2.10’da gosterilen yan bolgelere (bay positions) ve/veya imit konumlarina hidrofilik
gruplarin dahil edilmesi gereklidir [15],[21]-[23],[32]. Bunun i¢in en giiglii yontemlerden
biri, protonlanmis amin ve kuaternize edilmis amino tuzlari, karboksilik veya siilfonik
asitler gibi iyonik gruplari imit azotlarina ve/veya yan bolgelere dahil etmektir [23].
Gegtigimiz yillarda, suda c¢oziinlir perilen dimitler, kararli floresan performanslar
sayesinde secici algilama ve 6zel etiketleme i¢in optik platformlar olarak artan bir ilgi

gormiistiir [21],[22],[30].

Son yillarda, fonksiyonel perilen dimitlerin potansiyel biyo-uygulamalarini kesfetmek,
biyokimyanin 6n saflarinda popiiler bir arastirma alanmidir. 1,8-naftalimid, naftalin
diimidler, akridinler, amonafid, etidyum bromiir, daunomisin ve doksorubisin gibi bir¢cok
aromatik ve diizlemsel mutajen, DNA'min iki bitisik baz ¢ifti arasindaki bosluga
interkalasyon yapabilir. Daha 6nce detaylica anlatildig tizere bu interkalasyon, hem DNA

transkripsiyonunu hem de replikasyonunu inhibe eder fakat sitotoksisite ve mutasyonlara
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neden olur. DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe etme yetenekleri
nedeniyle, kanser hiicrelerinin biiyiimesini engellemek i¢in kemoterapide bazi toksinler
kullanilir. Imit pozisyonlarinda birka¢c amin ve poliamin tasiyan perilen dimitlerin bu
amagla kullanildiklar1 ¢alismalar rapor edilmistir [21]. Ligand yan zincirleri ve DNA
yariklar1 arasindaki elektrostatik etkilesimlerin sadece G dortli (G quadruplex)
miktarinin olusumunda degil, ayn1 zamanda topolojisinin se¢iminde de ana rol oynadigi

gosterilmistir [23].

Son zamanlarda, yapay DNA'da baglayic1 veya tasiyict baz olarak islev goren genis
hidrofobik yiizeylere sahip perilen dimitler hatir1 sayilir derecede merak uyandirmistir
[22],[23]. Perilen dimitler; sert ve tamamen diizlemsel bir aromatik nano-iskelet
icermekte olup son yillara kadar biyo-goriintiileme ve anti-kanser ajani olarak
kullanimlariyla ilgili fazla arastirma yapilmamistir [21],[22]. Perilen dimit ve DNA
arasindaki kovalent olmayan etkilesimler nadiren rapor edilmis olup daha 6nce, Xu ve
arkadaslar1 kanser hiicresi biiyiimesini engelleyebilen hiicre c¢ekirdeginde yiiksek
zenginlige sahip PBI tabanli bir DNA interkalatorii gelistirdikleri ¢aligmalarini
yayinlamiglardir [21]. Bu kompleks yapilarin interkalasyon kabiliyeti; koordinasyon
geometrisi, ligand verici atom tipi ve metal iyon tipi ile iligkilidir. Bununla birlikte, DNA
interkalatorlerinin boyut, sekil ve elektrik yiikleriyle ilgili molekiiler 6zellikleri hala tam
olarak anlasilamamistir. Bu nedenle, farkli boyut, sekil ve elektrik yiiklerine sahip
fonksiyonel perilen dimitleri sentezlemek ve bunlarin DNA interkalatorleri olarak

kullanimlarini arastirmak ve hiicresel dagilimlarini ve antikanser aktivitelerini aragtirmak

biiytik ilgi ¢ekmektedir [21],[22].
2.5.2. Niikleik Asitler ile Floresan Boya Etkilesimleri ve DNA Goriintiileme

Son yillarda floresan boyalar, metal kompleksleri ve ilaglar niikleik asit aragtirmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Cok ¢esitli antikanser ve antibiyotik ilaglari i¢in hiicre i¢1
hedef DNA oldugu icin kii¢iik molekiillerin DNA ile baglanma ¢alismalari, ilag-DNA
etkilesimlerinin anlasilmasinda, klinik kullanim i¢in yeni ve gelecek vaat eden ilaglarin
tasarlanmasinda ve niikleik asit yapisinin hassas kimyasal problarinin gelistirilmesinde

cok faydahdir [33].

DNA dogal bir floresansa sahip olmasina ragmen, siddeti o kadar zayiftir ki, DNA'nin

floresans emisyonunun dogrudan kullanimi, 6zelliklerini incelemek igin sinirlidir [81].
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Etidyum bromiir (EtBr), akridin turuncusu, metilen mavisi ve benzeri floresan bilesikler
ilagc-DNA ve protein-DNA etkilesimlerinde DNA’nin yapisini aragtirmak i¢in kullanilir
[82]. Bu pigmentlerin ¢ift sarmalli DNA'ya baglanmasi, pigmentlerin floresan siddetini
ve omriinii biiylik 6l¢iide artirir [33]. EtBr'nin ¢ift sarmal DNA ’ya afinitesi daha yiiksektir
clinkii EtBr, akridin turuncusu ve metilen mavisinden ziyade DNA baglanmasi i¢in daha

fazla erisilebilirlik saglar [83].

Floresan boyalar, ¢ozelti icinde serbest olduklarinda diisiik floresansa sahip olan, ancak
niikleik asitlere kovalent olmayan bir sekilde baglanma iizerine floresansta (floresan
giiclendirme) onemli artislar sergileyen boyalardir. Bu tiir boyalar esas olarak
fenantridinler ve siyanin boyalar1 olarak iki farkli kimyasal smifa aittir. Indoller,
imidazoller ve akridinler, hiicreler i¢in iyi bilinen niikleik asit boyalaridir. Ancak
genellikle jel elektroforezi ile kombinasyon halinde kullanilmazlar. Bunun baslica
nedeni, mavi floresan boyalarla boyanmis jellerin fotografin1 ¢gekmenin zorlugu, uyarma
dalga boylarinin yaygin olarak bulunan 151k kaynaklariyla zayif eslesmesi ve bunlarin

nispeten zayif floresan giiglendirmesidir [84].

Niikleik asit boyalarinin baglanmasi; etidyum bromiirde oldugu gibi ardisik baz g¢iftleri
arasina interkalasyon seklinde, YOYO-1 (simetrik olmayan siyanin boya ¢esidinin dimer
versiyonu) ve etidyum homodimer (fenantridin ¢esidi boya) boyalari gibi bis-
interkalasyon seklinde, DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), Hoechst 33258 ve Hoechst
33432 boyalar1 (bis-benzimid tiirii boyalar) gibi DNA sarmalinin mindr yarigina
baglanma dahil olmak iizere bir¢ok farkli yolla gerceklesmektedir. Cogu niikleik asit
boyasi katyonik olmakla birlikte, akridinler gibi bazi boyalar notrdiir [84].

Floresan gii¢lendirmesinin esas olarak iki faktérden kaynaklandigi diisiiniilmektedir:
boya molekiiliiniin diizlemsel bir konformasyonda immobilizasyonu (genis elektron
delokalizasyonunun meydana gelmesine izin verir) ve ¢oziicliniin boya ile etkilesimin
disinda birakilmas1 (aksi takdirde floresans soniimlenebilir). En biiylik floresans
giiclendirmesini sergileyen molekiiller, ¢ozelti icinde serbest haldeyken en biiyiik
molekiiler esneklige sahip olanlar ile birlikte niikleik asitlerle baglandiklarinda en biiyiik
immobilizasyon derecesine (boylece en biiyiik kaliciliga) sahip olanlardir. Baglanmamis
halde kayda deger floresansa sahip olan fenantridinler gibi boyalar, genellikle kati
molekiillerdir [84]. Simetrik olmayan siyanin boyalarinin ¢ogu, nispeten esnek olma

egiliminde olup bu nedenle ¢ozeltide serbest haldeyken neredeyse hi¢ floresansi yoktur
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ancak bu boyalarin niikleik asitlere baglanmasiyla birlikte floresans verimlerinde 300 kata

kadar artis olabilmektedir [85].

Etidyum bromiir, ¢ift sarmalli DNA'ya baglanmasi iizerine 20 ila 25 kat floresan artisi
sergileyen bir fenantridin monomer boyasi [86] olup ¢ift sarmallit DNA molekiiliindeki
bitisik baz ¢iftleri arasina girerek interkalasyon yapar [87]. Sekil 2.11’de etidyum bromiir

boyasinin yapisi yer almaktadir.

Sekil 2. 11. Etidyum bromiir boyasinin yapisi

Interkalasyon yapan etidyum bromiiriin ultraviyole 1s1kla uyarilmas iizerine gdzlemlenen
floresan artisinin  DNA bazlarindan boyaya enerji transferinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir [86]. DNA'nin birincil dizisinin, boya niikleik asit baglanmasi tizerinde
nispeten az etkisi olmasi etidyum bromiirii genel olarak iyi bir boya haline getirmektedir.
Bu boya elektroforetik jellere hizli ve verimli bir sekilde niifuz eden bir boya olup jellere
elektroforezden dnce veya elektroforezden sonra eklenebilir. Ayrica bazen formaldehit-

agaroz jel elektroforezinde bir RNA 6n boyasi olarak da kullanilmaktadir [84].

Interkalasyon yapan boyalar, DNA molekiillerinin yiikiinii ve esnekligini degistirmekle
birlikte boyanin da agirligiyla birlikte jel boyunca DNA’nin hareketini de degistirir [88]—
[90]. Bu nedenle elektroforez sonrast boyama yontemi, DNA pargalarini
boyutlandirmanin en dogru yoludur, ancak bu yontemde daha fazla boya kullanimi

gerektiginden hem zaman alici ve hem de maliyetlidir [90].

Etidyum bromiir gii¢lii bir boya olmasina ragmen orta derecede toksisiteye sahip giiclii
bir mutajen olarak kabul edilir [25]. Alternatif boyalar, EtBr'ye esit veya daha fazla
hassasiyet iddia etse de fiyat ve hassasiyet ag¢isindan biiyiik farkliliklar gostermektedir.
Boyalarin ¢cogu, etidyum bromdir ile ayn1 sekilde elektroforezden once veya elektroforez

sonrasi boyamada kullanilmak {izere tasarlanmistir [90].
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Floresan reaktiflerinin ticari satig ve pazarlamasini yapan bir sirket olan Biotium, ticari
olarak tasarlanmis GelRed™ ve GelGreen™' isimli boyalarin etidyum bromiirden ¢ok
daha biiyiik bir kiitleye sahip oldugunu ve boylece hiicre zarlarin1 gegemeyeceklerini ve
canli hiicrelerin DNA’lartyla etkilesime girmeyecegini belirtmektedir. Bu nitelikler bu
boyalara toksik ve mutajenik olmayan 6zellikler katmakla beraber jel icerisinde hareket
ederken DNA’y1 yavaslatmalarina sebebiyet vermektedir [91]. Ayrica Biotium'un web
sitesinde "GelRed™ ve GelGreen™ boylariyla ilgili olarak giivenliklerini artirmak i¢in
daha biiylik boyalar olarak tasarlanmis yiiksek afiniteli boyalar oldugundan DNA'nin
gociinii etkileyebilirler" denilmektedir [90].

Literatiirde yer alan bir ¢alismada GelGreen™, GelRed™, EZ-Vision®In-Gel Solution,
SafeView ve SYBR® safe isimli ticari boyalar elektroforezden 6nce ve sonrasinda
boyama yapilarak hassasiyet ve go¢ etme Ozellikleri agisindan karsilastirilmistir.
GelGreen™' ve GelRed™’in tiim yontemler i¢in en yliksek hassasiyeti gosterdiklerini ve
en etkin boyamanin elektroforezden sonra oldugu, EZ-Vision®In-Gel Solution isimli
boyanin GelGreen™' ve GelRed™ boyalarina kiyasla biraz daha az hassas olmasina
ragmen DNA gdciinii etkilemiyor oldugu ve elektroforez dncesi yiiklemenin daha uygun
oldugunu, SYBR™safe isimli boya kullanildiginda elektroforez 6ncesi boyamada
yalnizca birkag¢ bandin goriilebildigi, elektroforez sonrasi boyamada ise jelde beneklenme
seklinde lekelerin olustugu, SafeView ile elektroforez dncesi boyamada hi¢ goriiniir bant
olusmadigini, elektroforez sonrasi boyamada ise diger boyalara oranla bantlarin daha az

parlak ve berrak oldugu sonuglari paylasiimistir [90].

Piyasada etidyum bromiire alternatif olarak farkli baglanma tiirlerine, toksisiteye,
hassasiteye, kararlili§a, optikle ilgili 6zelliklerine sahip bir¢ok ticari boya bulunmakta
olup bunlarin en yaygin kullanilanlari; Methylene blue (metilen mavisi), Cyrstal violet
(kristal viyole), SYBR safe, Gel Red isimli boylardir. Diger bir alternatif boya olan
akridin turuncusu yiiksek membran gecirgenligine sahip olup bu mutajen boya tarafindan
DNA hasariin giiclendirildigi gosterilmis ve sitotoksisitesinden dolay1 anti-tiimor ajant

olarak bile kullanim1 dnerilmistir [26].

DNA, dizilimini degistirebilen bir¢ok farkli mutajen tarafindan hasara ugrayabilir. Bu
mutajenlerin ¢ogu interkalasyon yaparak DNA iizerindeki ardisik iki baz cifti arasina
girerek baz ciftlerinin arasinin agilmasina ve DNA c¢ift sarmalinin ¢éziilmesiyle DNA

ipliklerinin bozulmasina yol agar. Bu bozulma ile birlikte DNA’nin transkripsiyonu ve
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replikasyon basamaklar1 engellenir, toksisiteye ve mutasyonlara neden olur.
Interkalasyon yapan molekiillerin cogu aromatik ve diizlemsel olup 6rnek olarak etidyum
bromiir, akridin, daunomisin, talidomid, doksorubisin verilebilir. DNA interkalatorlerinin
¢ogu kanserojen olup etidyum bromiir, benzopiren diol epoksit, aflatoksin [92], akridin

tirevleri [93] ve talidomid [94] en bilinen 6rnekler olarak sayilabilir.

Her ne kadar toksik ozelliklere sahip olsalar da DNA’nin transkripsiyonunu ve
replikasyon basamaklarini engellemeleri sebebiyle interkalatorler anti-kanser ajanlari

olarak kemoterapide kullanilmaktadirlar.

EtBr kullanim1 yiiksek toksisitesi ve kanserojen etkilerinden dolay: yerini metaller [95],
grafenler [96], boyalar [27],[33] nanopartikiiller [97] gibi yeni nesil molekiillere
birakmistir. Bu yapilarla DNA’nin olusturdugu komplekslerin kazandiklar1 yiiksek
floresans ozellik sayesinde DNA etkilesimleri incelenmekte DNA  goriintiilemesi

yapilmaktadir.

DNA ile etkilesime girdiginde floresan 6zelliginde degisiklik kazanan bir¢ok maddenin
DNA goriintiileme, teshis ve tedavi yontemlerinde kullanimi literatiirde genis bir yer

almaktadir [20],[22],[24],[27]-[36].
2.5.3. Niikleik Asitlerin Kiiciik Molekiillerle Etkilesimlerinin Tayin Yontemleri

DNA, tiim protein ve enzimlerin sentezi i¢in gerekli olan kalitsal bilgi kodlarini tagidigt
icin biyolojik siireclerde onemli bir rol oynar. DNA, hiicrenin yapisini ve islevini
dogrudan veya dolayli olarak kontrol eder. DNA'nin yapisinin kesfinden bu yana,
antikanser ilaglarindan antibiyotiklere kadar farkli ila¢ siniflarina ait terapotik agidan
onemli ¢esitli kiiclik molekiiller i¢in birincil hedef olmustur. DNA ile iligkili proteinlerle
etkilesime girmenin veya DNA-RNA hibritleri yoluyla etkilesime girmenin yani sira,
kiiciik molekiiller dogrudan DNA sarmalina baglanabilir. Bu tiir etkilesimler, hiicrenin
yapisini ve islevlerini siirdiirmede yer alan cesitli 6nemli enzimlerin ve proteinlerin

aktivitesine miidahale etmek gibi gesitli siireglerle sonuglanir [28].

Kiiclik molekiillerin DNA ile etkilesimi literatiirde kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Yapilan caligmalar, gen ekspresyonunu kontrol edebilen etkili terapdtik ilaglarin
gelistirilmesine iliskin bilgiler saglamaktadir. Cesitli hastaliklara kars1 daha yeni ve daha
etkili DNA hedefli ilaglar kolaylikla gelistirilebilmektedir. Cesitli kanser onleyici
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ilaglarin etki mekanizmasini anlamak, ilag-DNA etkilesimlerini inceleyerek miimkiin

olmustur [28].

Oligoniikleotitler; genetik test, arastirma, adli tip uygulamalari, hastalik teshisi ve son
yillarda terapdtiklere kadar birgok kullanim alanina sahip olan kisa ¢ift sarmal veya tek
iplik DNA veya RNA molekiilleri, oligomerleridir. DNA, milyonlarca niikleotit igeren
cok biiyiik bir molekiil olup DNA nin aksine, oligoniikleotitler genellikle 13-25 niikleotit
icerir ancak daha biiyiik de olabilirler. Nadiren 200 niikleotidi agarlar. Aptamerler ise,
kisa yapay DNA veya RNA dizileri olup kii¢iik molekiillere baglanmanin yani sira
niikleik asitler, proteinler, hiicreler, dokular ve organlara baglanabilen yapilardir. Belirli
bir hedef molekiilii baglayabilme 6zelliklerinden yola ¢ikarak hastaliklarin molekiiler
belirteglerini tanimlama, ilaglar, ilag dagitim sistemleri, kontrollii ilag salinim sistemleri,

molekiiler miihendislik gibi alanlarda kullanilirlar.

Literatiirde DNA ile ¢ok iyi baglanma gosteren benzimidazol temelli yeni nesil metal
kompleksleri ve perilen diimit tiirevleri kullanilarak yapilan DNA goriintiilenmesi
hakkinda bir¢ok ¢alisma yer almaktadir. DNA sarmalinin i¢inde bulunan hidrofobik yapi,
molekiillerin floresans 6zelliklerinde biiylik degisikliklere yol acmaktadir. DNA ile
etkilesime girdiginde floresan ozelliginde degisiklik kazanan bir¢ok maddenin DNA
goriintiileme, teshis ve tedavi yontemlerinde kullanimi literatiirde genis bir yer
tutmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1, bu maddelerin florometrik yontemlerle ¢ok diisiik
derisimlerde analizleri yapilabilmektedir. Floresans katsayis1 yiiksek olan bilesikler ¢ok

kiigiik miktarlardaki tayine olanak verebilmektedir.

Molekiil-DNA etkilesimlerini aragtirmak i¢in onlarin DNA-baglanma modunu bulmak
onemlidir [58]. Daha 6nce Bolim 2.4’te detaylica bahsedildigi tizere DNA birgok
potansiyel baglanma bolgesine sahip olan karmasik yapida biiyiik bir molekiildiir. DNA
ile kiiciik molekiiller; kovalent veya koordine kovalent baglanmay1 igeren tersinmez
baglanma seklinde, elektrostatik etkilesimler, interkalasyon ve yarik baglanma gibi
molekiilerarasi etkilesimler ile tersinir sekilde baglanabilirler [28],[58]. Interkalasyon ve

mindr yarik baglanmasi en yaygin olanlaridir [58].

Kii¢iik molekiillerin DNA ile baglanma modlar1 hakkinda bilgi saglamak i¢in yaygin
olarak cesitli yontemler kullanilmaktadir. En sik kullanilan yontemler, optik olmayan

yani dogrudan yontemler; Cok Boyutlu NMR Spektroskopisi (Multidimensional NMR
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Spectroscopy), X-1sin1 Kristalografisi (X-ray crystallography), Kiitle Spektrometrisi ve
viskozite Ol¢iimii, optik yani dolayli yontemler; Absorbans Spektroskopisi, Floresans
Spektroskopisi, Dairesel Dikroizm (Circular Dichroism), Dogrusal Dikroizm (Linear

Dichroism) ve elektroforez tabanli yontemleri igermektedir [27],[56],[65].

Bu molekiiler yontemleri uygulamak, kii¢iik molekiil tasarimi i¢in énemli olan yapi-
aktivite faktorlerini belirlememizi saglar. Bir¢ok durumda, kiigiik molekiiller ile DNA
etkilesimlerini kapsamli bir sekilde aydmlatmak icin molekiiller ydntemlerin
kombinasyonlar1 gereklidir. Elde edilen verileri hiicresel yanitlarla birlestirmek, tedavi
amaciyla kullanilan kii¢iik molekiil-DNA baglama etkilesimlerinin sitotoksik etkiyi nasil

ortaya koydugunun anlagilmasina yardimci olur [65].

Tez calisgmasinda benzimidazol temelli metal kompleksleri ve perilen diimit tiirevi
yapilarin DNA ile baglama etkilesimleri hakkinda kalitatif ve/veya kantitatif bilgi
saglayan cesitli spektroskopik, spektrometrik ve elektroforetik yontemler kullanilmistir.
Etkilesim stokiyometrileri, kararliliklar1 ve etkilesim olusumunda etkili olan kovalent
olmayan etkilesimin tiiriiniin tayini ile ilgili ¢alismalar ESI-MS ve MALDI-MS ile
incelenmistir. Baglanmanin uygun oldugu kompleks yapilarin absorbans degisiklikleri
Ultraviyole-Goriiniir  Bolge Spektroskopisi ile ve floresans verimleri Floresans
Spektroskopisi ile izlenmis ve kiicik molekiil-DNA etkilesim mekanizmalari
aragtirtlmistir. Ayrica tez ¢aligmasinda kullanilmak {izere sentezlenen yapilarin Agaroz
Jel Elektroforezi yonteminde sensor-boyar madde olarak kullanimi ve DNA teshisinde

kullanilip kullanilamayacag1 incelenmistir.

Kiitle spektrometrisi, niikleotitler, oligoniikleotitler ve niikleik asitler dahil olmak iizere
biyomolekiillerin karakterizasyonu icin gii¢lii bir aractir. Kiitle spektrometrisinin
avantajlar1 yiiksek hassasiyet, yiiksek kiitle dogrulugu ve daha da onemlisi yapisal
bilgidir. Tarihsel olarak, oligoniikleotitler ve niikleik asitlerin kiitle spektrometrisi
kullanilarak karakterize edilmesinin zor oldugu bir¢ok kez kanitlanmistir. Niikleik asitler
ve oligoniikleotitlerin kiitle spektrometresi ile analizlerinde genellikle analiz
numunelerinin saf olmamasi, verimsiz iyonlagma siiregleri nedeniyle analiz i¢in diislik
iyon bollugu ve daha yiiksek molekiiler kiitleli bilesikler icin diisiik kiitle dogrulugu gibi
problemler siklikla ortaya ¢ikmaktadir [98].
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Kiitle spektrometrisi teknolojilerdeki ve iyonlasma tekniklerindeki gelismeler ile birlikte
elektrosprey iyonlastirma ve matriks destekli lazer desorpsiyon /iyonlastirmanin
gelistirilmesindeki ilerlemeler artik oligoniikleotitlerin ve niikleik asitlerin yiiksek
hassasiyet ve iyi kiitle dogrulugu ile analizine izin vermektedir. Bu gelismeler,
bilinmeyen oligoniikleotit yapilarmin tanimlanmasi igin kiitle spektrometrisinin
kullanilmasima izin vermekte ve ilgili numuneler iizerinde dizi bilgisi elde etmeye

odaklanan uygulamalar i¢in kullanilmaktadir [98].

Elektrosprey Iyonlastirmali Kiitle Spektrometrisi (ESI-MS), diisiik 6rnek tiiketimi, hizli
analiz siiresi, analiz kolaylig1 nedeniyle yiiksek verimli tarama teknikleri i¢in ¢ok uygun
oldugundan kiiciik molekiil-DNA komplekslerinin kovalent olmayan etkilesimlerini
incelemek igin yararh bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir [29],[65]. ESI-MS'nin en ¢arpict
avantaji, belirli kosullar altinda, kovalent olmayan komplekslerin, kompleksin kendisini
bozmadan gaz fazina transferine ve dolayisiyla stokiyometrinin, uygun olmasi
durumunda etkilesim modlar1 ve etkilesim enerjilerinin belirlenmesine olanak
saglamasidir [65],[99]. 100-mer seviyesine kadar olan oligoniikleotitlerin ve niikleik
asitlerin kiitle analizi, ESI-MS kullanilarak g6zlenmis olup dnemli dl¢iide daha biiyiik
oligoniikleotitlerin (400-mer seviyesine kadar) molekiiler iyonlar, MALDI-MS
kullanilarak iretilebilir, ancak ger¢ek¢i kiitle analizi, 125-mer seviyesindeki

oligoniikleotitler ve niikleik asitlerle sinirlidir [98].

Tam taramali kiitle spektrumlari, baglanma stokiyometrilerini ve segiciligi
degerlendirmek i¢in kullanilabilirken, baglanma modu ve yapisal bilgiler, Carpigmayla
Aktive Olan Ayrisma (Collisional Activated Dissociation-CAD) gibi tandem kiitle
spektrometrisi teknikleri ile incelenebilir. Bu alanda yapilan ge¢cmis calismalarin ¢ogu,
ilag/cift sarmal DNA komplekslerini analiz etmeye odaklanmistir ve gaz fazindaki
davranigin ¢ozelti ile iligkilendirilebilecegini gosteren umut verici sonuglar elde
edilmistir. Ornegin, Gabelica ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir c¢alismada kiitle
spektrumlarinda gozlemlenen baglanma stokiyometrileri ve bagil iyon bollugunun,
bilinen ¢o6zelti baglama davranigini yansittigr gosterilmistir [100]. Cift sarmal ile
etkilesimli ilaglarin minér yarik ile ve interkalasyon seklindeki baglanma modlari, Wan
ve ¢alisma arkadaglar1 tarafindan CAD deneyleri kullanilarak ayirt edilmistir [29]. ESI-
MS'nin kiigiik molekiillerin G-dortli DNA ile kovalent olmayan etkilesimlerini
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degerlendirme iizerine yogunlasmis olan ¢aligmalarda bir niikleik asit yapist antikanser

ilag hedefi olarak incelenmistir [101],[102].

Elektrosprey iyonlastirma icin sivi formdaki numune girisi gerekmekte ve bu durum
oligoniikleotitlerin analizi i¢in uygun bir yontem saglamaktadir. Bu iyonlagma tiiriinde
s1v1 haldeki numuneler, dar bir kapiler yoluyla giiclii bir elektrostatik alana verilmektedir.
Oligoniikleotitlerin ESI-MS'inde organik bir ¢6ziicii ve su karigimlar1 kullanilmaktadir.
Tipik organik ¢oziiciiler olarak izopropanol, metanol veya asetonitril sayilabilir. ESI
deneyleri i¢in oligoniikleotit numune derisimleri, kullanilan elektrosprey aparatinin tipine

bagl olarak mikromolar ve nanomolar seviyelerde hazirlanmaktadir [98].

ESI kullanilarak iiretilen oligoniikleotit spektrumu, tipik olarak, tek bir protonun
ayrilmasiyla birbirinden farkli olan bir dizi ¢ok yiiklii negatif iyon ile karakterize edilir.
ESI tarafindan iiretilen iyonlardan gelen ¢oklu yiik etkisi sayesinde kovalent olmayan
yiiksek molekiil kiitleli yapilara ait sinyaller tayin edilebilir kiitle/yiik orani araliginda

gozlemlenebilmekte kiitle spektral analizi igin avantaj olusturmaktadir [98],[103].

Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/lyonlastirma igin, oligoniikleotit numuneleri
ultraviyole (UV) 15181 absorbe eden bir matriks ile karistirilarak bir numune plakasi
tizerine yiiklenmekte ve havada kurumaya birakilmaktadir. Oligoniikleotitlerin
analizlerinde en ¢ok kullanilan MALDI matriksleri, 3-hidroksipikolinik asit, 2,4,6-tri-
hidroksiasetofenon ve 6-aza-2-tiotimindir. MALDI i¢in numune ¢ozeltileri mikromolar
veya nanomolar seviyede hazirlanmaktadir. Bir oligoniikleotitin MALDI taratindan elde
edilen kiitle spektrumu, tipik olarak, tek bir protonun ayrilmasiyla olugmus iyonun
kiitlesinde negatif tek yiiklii bir sinyal icerir. MALDI ile elde edilen iyonlarin tek yiike
sahip olma olasiliklarinin  yiiksek olmasi biiyilk kompleks yapilarin tayinini
zorlastirmaktadir [98],[103].

UV-goriiniir bolge absorpsiyon spektroskopisi basit, yaygin olarak kullanilan ve kiigiik
molekiillerin DNA ile etkilesimini tespit etmede en etkili yontemlerden biridir [28],[56].
DNA'nin kiigiik molekiiller ile etkilesim iizerindeki kararliligi, UV-goriiniir bolge
absorpsiyon 0l¢timii kullanilarak kolayca incelenebilir. Genel olarak, kiigiik molekiillerin
DNA ile etkilesimi ve yeni bir kompleksin olusumu, UV-goriiniir bolge spektrumlarda
degisikliklere yol agar [104],[105]. Yorumlamalar1 detaylandirmak i¢in, serbest kii¢iik

molekiiliin spektrumunun yani sira DNA ile olan kompleksinin bant yogunlugu ve
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konumu da kaydedilir [28]. Sekil 2.12.A’da Khorasani-Motlagh ve arkadaslarinin bir
caligmasindan elde edilen artan DNA derisiminde ilacin absorpsiyon spektrumlari yer
almaktadir [106]. Banttaki herhangi bir degisikligin bir kompleks [28],[106]-[109]
olusumundan kaynaklandigi kabul edilir. Kiigiik molekiillerin ve DNA'nin etkilesimi,
DNA'nin absorpsiyon spektrumundaki degisiklik incelenerek de tanimlanabilir. Bu
durumda, sabit bir DNA derisimine (Amax 260 nm'dir) artan bir derisimde kiigiik
molekiiller eklenir. Sekil 2.12.B’de Shahabadi and Hadidi’nin bir ¢alismasindan elde
edilen artan ilag derisiminde DNA spektrumlari yer almaktadir [107]. Kiiciik
molekiillerin derisiminin arttirilmast iizerine, absorbanstaki herhangi bir degisiklik ve

ayrica pikin pozisyonundaki herhangi bir kayma kaydedilir ve etkilesim yorumlanabilir.

DNA spektrumunun iki ana 6zelligi, ¢ift sarmal yapisindaki bir degisiklik nedeniyle
ortaya c¢ikan ‘“hiperkromik” etki ve “hipokromik etki’dir [65]. Kiiciikk molekiiliin
baglanmasi sirasinda DNA'nin konformasyonunda ve yapisinda meydana gelen herhangi
bir degisiklik, spektral davranisinda bir degisiklige donlismektedir. Kii¢lik molekiillerle
etkilesimde, DNA'nin ikincil yapisinda olusan bir kararsizlik hiperkromizme yol agarken,
hipokromizm, DNA'nin ikincil yapisinin elektrostatik etkiler veya kiiclik molekiillerin

interkalasyonu ile kararliligindan kaynaklanir [28].

Genel olarak, kiigiik molekiillerin DNA ¢ift sarmalina interkalasyonlariyla hipokromik
etkinin yani sira absorpsiyon spektrumlarinda batokromik kayma (kirmiziya kayma)
gozlemlenir [27],[28]. Niikleobazlar diisiik simetriye ve birka¢ heteroatom eslesmemis
ciftine sahip olduklarindan, niikleik asitlerin UV/Vis Spektroskopisine baz
absorpsiyonlari hakimdir. Bireysel bazlar i¢in gecisler ortiisiir ve tiim nikleik asit
biyomolekiilii i¢in 250-280 nm arasinda bir maksimum absorbans ile tek bir genis giiglii
absorpsiyon bandi iiretir [56],[65],[110]. Bu durum niikleobazlarin pirimidin ve piirin
halka sistemlerinin n-n gegcislerinden kaynaklanir [110]. Niikleik asitlerin maksimum
absorbans dalga boyu (Amax), AT ve GC baz igerigine baglidir. Benzer sekilde, niikleik
asidin molar absorpsiyon katsayisi (Emax), baz bilesimine ve benimsenen tercih edilen
ikincil yapiya baghdir [65]. Niikleobazlarla w-istiflenmesi, interkalatoriin elektron
dagilimin1 bozar ve sonug olarak n-n* gecislerini etkiler. n-n* gecislerinin enerjisi azalir
ve bu durum batokromik etkiye sebep olur. Interkalatdriin n* orbitali, baz ¢iftlerinin ©
orbitalleri ile eslestiginde ve eslesen w* orbitali kismen elektronlarla doldugunda, gecis

olasilig1 azalir ve bu durum interkalatoriin UV/Vis bandinin hipokromizmiyle sonuglanir.
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Hipokromizm ve kirmiziya kaymanin boyutu, baglanma giiciiniin bir 6l¢iistidiir [56].
Klasik DNA interkalatorleri, tipik olarak, DNA baglanmasinda absorbansta %30 ila
%40'lik bir azalma (hipokromizm) yasar [56]. Batokromizm genellikle 10 nm’den
kiictktiir.
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Sekil 2. 12. A) Artan DNA derisiminde ilacin absorpsiyon spektrumlar1 [106], B) artan
ila¢ derisiminde DNA spektrumlari [107]

DNA'nin dis ylizeyine baglanan yarik baglayici molekiiller sz konusu oldugunda,
genellikle kiiciik batokromizm (6-8 nm) goézlenir veya hi¢ batokromizm gozlenmez.
DNA'nin absorpsiyon spektrumunun kii¢liik molekiilden etkilenebilecegini veya bunun
tersini belirtmek 6nemlidir. Belirsizligi ortadan kaldirmak i¢in, UV-goriiniir spektroskopi
kullanilarak etkilesimi incelemeden 6nce uygun kiiciikk molekiil veya DNA derigimi ile

temel ¢izgisi diizeltmesi (base line correction) yapilmalidir [28].
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Cift sarmalli DNA'da niikleobazlar ¢ift sarmal icinde istiflendiginden, tek sarmalli
DNA'ya kiyasla absorbans azalir. Bu nedenle, DNA c¢ift sarmalinin 1sitma iizerine
(genellikle "erime" olarak anilir) iki tek sarmal halinde ayrigsmasi, sicaklikla 260 nm'de

absorbanstaki artis 6l¢iilerek uygun bir sekilde izlenebilir [56].

DNA'ya baglanma, genellikle maksimum absorpsiyon ve/veya pik soniim katsayisinda
(peak extinction coefficient) bir degisiklige neden olur. Bu durum baglanma modunu
belirlemek i¢in yetersiz olmakla birlikte, denge baglama sabitleri (equilibrium binding
constants), gozlemlenen herhangi bir kaymanin derisim bagimlilifina dayali olarak

belirlenebilir [27],[56].

Bir kompleks-DNA etkilesimi i¢in baglanma sabiti Ky, kompleksin DNA ile veya
DNA'nin kompleksle ile titre edilmesi ve Esitlik 2.2°de yer alan denklemin

kullanilmasiyla hesaplanabilir [56].

[DNA]/(€a— &) = [DNA]/(€b— €r) + L/Kp(Ep— Er) Esitlik 2.2

Esitlik 2.2°de &€, goriinen soniim katsayisidir ve € ve €p sirasiyla serbest ve tam bagh
kompleksin soniim katsayilaridir. €, Beer yasasina gore izole edilmis kompleksin bir
kalibrasyon egrisinden elde edilirken, €a, gdzlemlenen absorbans (Aobs) Ve kompleks
derigsminin oranindan hesaplanir. [DNA]/(€a— &f) ile [DNA] karsilastirmasi diiz bir ¢izgi

verir. Ky, egim ve y eksenini kesme noktasinin birbirine oranidir [56].

Baglanma stokiyometrisi, siirekli varyasyon analizi ile belirlenebilir. Metal kompleksinin
ve DNA'in toplam molar derigimi sabit tutulurken mol fraksiyonlar: degisir. Baglanma
stokiyometrisi, metal kompleksinin mol fraksiyonuna kars1 absorbanstaki degisimin

grafigindeki maksimuma karsilik gelir [56].

UV/Vis spektroskopisi genellikle bir metal kompleksinin spesifik DNA sekanslari ile
etkilesimi i¢in baglanma sabitlerini veya baglanma se¢iciligini incelemek amaciyla dortlii

ve ¢ift sarmal DNA ile karsilagtirmak i¢in uygulanir [56].

Kovalent olmayan etkilesimleri incelemek i¢in kullanilan diger bir spektroskopik teknik
olan Floresans Emisyon Spektroskopisi, genis bir dogrusal derisim aralig1 ve yiiksek
secicilik ile komplekslerin DNA baglanma afinitesini nicel olarak incelemek icin hassas

bir yontemdir [56]. Genel olarak, aromatik fonksiyonel gruplar i¢eren bilesikler, alifatik,
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alisiklik karbonil yapis1 iceren kii¢clik molekiiller veya yiiksek oranda konjuge cift bag
yapist igeren bilesikler ile kiyaslandiginda yogun floresan gosterir. DNA'nin floresan
Ozelligi ihmal edilebilir oldugundan, ilacin igsel floresansindaki degisiklik genellikle
degisen DNA derisiminin varliginda incelenir. Sekil 2.13.A’da Shahabadi ve
Maghsudi'nin bir ¢alismasindan elde edilen DNA'nin yoklugunda ve varliginda ilacin
floresan emisyon spektrumlar yer almaktadir [111]. DNA eklendiginde, ilacin DNA ile

etkilesimi nedeniyle floresan yogunlugunda azalma olmaktadir.

Floresan spektroskopisi genellikle ilacin floresan emisyon 6zelligine dayanan ¢esitli
analitik araclar kullanilarak DNA ile ilaglarin baglanma modunu belirlemek igin
kullanilir. Kii¢lik molekiiliin tek iplik DNA (single stranded DNA-ssDNA) ve ¢ift sarmal
DNA (double stranded DNA-dsDNA) varliginda floresan titrasyonu, kii¢iik molekiillerin
DNA ile baglanma modunu aydmlatmak i¢in yapilmaktadir. Sekil 2.13.B’de Ling ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismadan elde edilen dsDNA ve ssDNA tarafindan
yarik baglayici ilacin floresan emisyon yogunlugunun sondiiriilmesi (Quenching of
fluorescence emission intensity) yer almaktadir [112]. dsDNA ve ssDNA, ilacin DNA ile
baglanma modunu ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir. Mindr yarik baglayicilarin tercihen
ssDNA'ya baglandigi ve interkalasyon yapan molekiillerin dsDNA igin yiiksek afiniteye
sahip oldugu bilinmektedir. dsDNA'nin varliginda floresans sondiirme, ssDNA'nin
varligindan daha verimliyse, kii¢iik molekiil DNA'ya biiyiik 6l¢iide interkalatif modda
baglanmaktadir. Bununla birlikte, ssDNA mevcudiyetinde daha yiiksek bir sondiirme
varsa bir yarik baglama etkilesimi oldugu yorumu yapilabilir. Bir dsDNA, iplik ayrilmasi
meydana geldiginde interkalasyon yapan kii¢lik molekiilleri serbest birakir, bu da
DNA'nin sondiirme 6zelliginde bir azalmaya yol agmaktadir. Yarik baglayicilar sz
konusu oldugunda, kii¢iik molekiiller, hidrojen baglama ve van der Waals kuvvetleri

yoluyla DNA'nin baz ¢iftleriyle etkilesime girmektedir [112].

Floresan ilaglarla DNA'nin baglanma modunu belirlemek i¢in iyodiir sondiirme
caligmalar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Sondiirme deneyleri dogrudan yapilmakta
olup bagli molekiillerin sarmalin disinda veya i¢inde olmasi durumunu gosterir. Iyodiir
iyonlari, sulu bir ortamda kii¢iik molekiillerin floresansini etkili bir sekilde sondiirebilen
negatif yliklii sondiirticiilerdir. DNA ile etkilesimde, negatif yiiklii olan iyodiir iyonlari,
DNA'nin negatif yiiklii fosfat omurgasi tarafindan itilmektedir. Anyonik sondiiriiciilerin

florofora yaklagimi kisitlandigindan, DNA sarmalina eklenen herhangi bir kiigiik
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molekiil, sondiiriilmekten iyi korunur [112]. Sekil 2.13.C’de Cui ve arkadaslarinin bir
calismalarindan elde edilen interkalasyon yapan ilacin potasyum iyodiir tarafindan
DNA'nin yoklugunda ve varliginda floresanla sondiiriilmesine ait spektrum yer
almaktadir. Interkalasyon yapan herhangi bir molekiil i¢in DNA ortammin yoklugunda

ve varliginda potasyum iyodiir sondiirmede 6nemli bir fark vardir [113].

Elektrostatik etkilesim ve yarik baglanmasi sirasinda ise, molekiiller cevreleyen ¢oziiciiye
ve anyonik sondiirliciiye maruz kalir ve DNA ortaminda bile anyonik sondiiriiciilerden
Iyi korunmaz [112]. Bununla birlikte, yarik baglanmasi durumunda bile DNA tarafindan
floroforun hafif bir sekilde korundugunu 6neren bazi yayimlar raporlanmistir [114],[115]
ancak, bu koruma interkalasyona kiyasla ¢ok daha azdir. Sekil 2.13.D’de Ling ve
arkadaglar tarafindan yiiriitilen bir ¢aligmadan elde edilen yarik baglayici molekiil
durumunda floresans sondiirme ¢aligmalarina ait spektrum yer almaktadir [112]. Yarik
baglayicilar i¢in DNA'nin yoklugunda (A) ve varliginda (B) floresan sondiirmede ¢ok az

fark vardir.

Guanidin HCI ve tire gibi kimyasal denatiiranlar, ¢ift sarmallit DNA sarmalini destabilize
etmek icin siklikla kullanilmaktadir. Bu tiir denaturantlar, kiiclik molekiillerin DNA ile
baglanma modunu analiz etmek i¢in kullanilir [116]-[118]. Sekil 2.13.E’de Grueso ve
arkadaslarinin denatiire edici maddeler iizerine yaptiklart bir ¢alismadan elde edilen
spektrum yer almaktadir. DNA ¢ift sarmalinin artan {ire derigimi ile denatiirasyonu
tizerine, DNA ipliklerinin ayrilmasiyla birlikte interkalasyona ugramig molekiiller ¢ozelti

iginde salinarak floresan davranisinda degisiklige yol agmaktadir [116].

Iyonik giiciin ilag-DNA etkilesimi {izerindeki etkisini incelemek ayni zamanda kiigiik
molekiiller ve DNA arasindaki baglanma modunu analiz etmek igin de yararli bir
yontemdir. Sekil 2.13.F’de Khorasani-Motlagh ve arkadaslarinin ilag-DNA etkilesiminde
iyonik giiciin roliinii incelemek i¢in yaptiklar: bir calismalarindan elde edilen spektrum
yer almaktadir [106]. Bu amagla NaCl gibi gii¢lii elektrolitler kullanilmaktadir. DNA'nin
yoklugunda serbest liganda NaCl ilavesinin ligandin floresan verimi iizerinde ¢ok az
etkisi olmal1 veya hi¢ etkisi olmamalidir. Bununla birlikte, DNA'nin varliginda Na+,
DNA fosfat omurgasinin negatif yiiklerini kismen nétralize ederek aralarindaki
elektrostatik itmenin azalmasina neden olur. Kiigiik molekiil ve DNA yiizeyi arasindaki
elektrostatik ¢ekim, Na+ ilavesiyle zayiflar. Yiizeye baglanan molekiiller igin,

elektrostatik baglanma yarigin disinda (DNA ile baglanarak floresan yogunlugunun
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sondiiriildiigii yerde) gerceklesir. DNA sarmalinin yari§inda oturan kiigiik bir molekiil,
cevreleyen ¢oziiciideki iyonik giice, interkalasyonlu bir molekiilden ¢ok daha fazla maruz
kalir [115]. NaCl ilavesi etkilesimi zayiflatir ve ilacin DNA yiizeyinden salinmasiyla

sonuglanarak floresan yogunlugunun artmasiyla sonuglanir [119].

[lag-DNA etkilesimlerinin modunu belirlemek igin iyi bilinen ¢esitli DNA baglayici
boyalar kullanilir. Bu boyalarin DNA'ya baglanmasi daha dnce ¢alisilmis ve baglanma
modlar1 belirlenmistir. Bu floresan boyalar kullanilarak gerceklestirilen rekabet¢i yer
degistirme deneylerinde, DNA'ya bagli olan boyay1 yerinden eden herhangi bir kiigiik
molekiil, yeri degistirilmis boya ile ayn1t modda DNA ile etkilesime girmektedir. Kiiciik
molekiillerin DNA-boya sistemine baglanmasinda floresan davranisindaki degisiklik
kolayca yorumlanabilir. Bu deneyler, baglanma modlar1 arasinda ayrim yapmak i¢in ¢ok

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cift sarmal DNA baglanma afinitesinin 6l¢iimii i¢in iki florofor 6rnegi olan diizlemsel
heterosiklik interkalator etidyum bromiir ve hilal seklindeki minér yarik baglama maddesi
Hoechst 33258 molekiillerinin ¢6zeltide diisiik floresansa sahip olduklar1 bilinmekte ve
DNA'ya baglandiklarinda yiiksek oranda floresan hale geldikleri icin, fotofiziksel
ozellikleri, metallodroglarin floresan yogunlugunun azalmasi yoluyla DNA'y1 baglama

yetenegini belirlemek i¢in kullanilabilmektelerdir [65].

Etidyum bromiir, DNA'ya interkalatif bir sekilde baglanan bir floresan probu olarak
yaygin olarak kullanilir [28]. Etidyum bromiiriin floresansi, DNA baz giftleri arasina
interkalasyon yaptiginda artmaktadir. Etidyum bromiir kullanilan yarigmali baglanma
deneylerinde, Etidyum bromiir ile ayn1 mod araciligiyla DNA'ya baglanan herhangi bir
molekiil, Etidyum bromiirii DNA sarmalindan uzaklastiracak ve DNA-Etidyum bromiir
sisteminin floresan yogunlugunda bir azalma ile sonuglanacaktir [28],[56],[65]. Sekil
2.14.A°da Ozliier ve Kara tarafindan yiiriitiilen Etidyum bromiiriin yer degistirme deneyi
sonuglarindan elde edilen spektrum yer almaktadir [120]. DNA-Etidyum bromiir
sisteminin floresan sondiirme derecesi, molekiil ve DNA arasindaki interkalasyonun
derecesini belirlemek i¢in kullanilabilir. Yarik baglama ve yiizey baglama molekiilleri,

DNA-Etidyum bromiir floresan yogunlugu tizerinde higbir etki gostermez [28].
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Sekil 2. 13.A) DNA'nin yoklugunda ve varliginda ilacin floresan emisyon spektrumlari
[111], B) dsDNA ve ssDNA tarafindan yarik baglayici ilacin floresan emisyon
yogunlugunun soéndiiriilmesi [112], C) DNA'nin yoklugunda ve varliginda KI tarafindan
interkalasyon yapan ilacin floresans sondiiriilmesi [113], D) Yarik baglayict molekiil
durumunda KI séndiirme ¢aligmalari, E) Denatiire edici maddelerin etkisi [116], F) ilag-

DNA etkilesiminde iyonik giiciin rolii [106]

Son yillarda, kii¢iik molekiillerin DNA ile etkilesim modunu incelemek i¢in bagka bir
diizlemsel fenazin boyasi, notr kirmizi (Neutral Red) kullanilmistir. Notr kirmizi,
interkalatif modda DNA'ya baglanir ve DNA ile baglanma iizerine Notr kirmizinin
floresan yogunlugunun artmasiyla sonuglanir. Kiigiik molekiiller, Notr kirmiziyt DNA

sarmalindan ¢ikarabilir ve DNA-NGtr kirmizi sistemlerinin emisyon yogunlugunu ancak
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DNA'nin bazlarina interkalasyon yaparlarsa azaltabilir. Klasik bir interkalasyon boyasi
olan Akridin turuncusu (Acridine Orange), benzer rekabetci yer degistirme deneylerinde
de kullanilmaktadir [28]. DNA sarmalina interkalasyon yapan herhangi bir molekiil,
Akridin turuncusunu DNA'daki interkalasyon bolgelerinden uzaklastirir ve DNA-AKridin
turuncusu sisteminin floresan yogunlugunda Onemli bir azalmaya neden olur. Sekil
2.14.B’de Li ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen Akridin turuncu yer degistirme deneyi

sonuglarindan elde edilen spektrum yer almaktadir [121].

Bir ¢aligmada ayrica interkalasyon modu aracilifiyla DNA ile etkilesime giren bir
fenotiyazinyum boyasi olan Metilen mavisi (Methylene Blue) kullanilmistir [122].
Metilen mavisi tek basina floresandir, ancak Metilen mavisinin floresan yogunlugunda
DNA sarmalina interkalasyonu nedeniyle azalma olmaktadir. Metilen mavisinin baska
herhangi bir interkalatér tarafindan DNA sarmalindan rekabetgi bir sekilde yer
degistirmesi, daha 6nce DNA tarafindan sondiiriilmiis olan floresan yogunlugunun
artmasina yol agacaktir. Bununla birlikte, interkalatif olmayan modda DNA'ya baglanan
kiigiik molekiiller, Metilen mavisini DNA sarmalindan salamaz ve bu nedenle floresan
yogunlugunda hig¢ veya ¢ok az degisiklik gozlenir. Sekil 2.14.C’de Shahabadi ve Hadidi
tarafindan yiiriitiilen Metilen mavisi yer degistirme deneyi sonuglarindan elde edilen

spektrum yer almaktadir [107].

Yarik baglayicilar s6z konusu oldugunda, ¢ift sarmalli B-DNA'nin mindr yariga baglanan
ve AT acgisindan zengin diziler i¢in yiksek Ozgiillige sahip olan Hoechst 33258
kullanilarak rekabetci yer degistirme ¢calismalar1 yapilmaktadir. Hoechst 33258 boyasinin
DNA ile baglanmasiyla birlikte floresan yogunlugunda artis olmaktadir. Yarik baglama
molekiilleri, Hoechst 33258 boyasini DNA sarmalinin mindr yarigindan ¢ikarabilir ve bu
da DNA-Hoechst sisteminin floresan veriminin azalmasina neden olmaktadir [28]. Sekil
2.14.D’de Shahabadi ve Maghsudi tarafindan yiiriitiilen yarik baglayict Hoechst 33258
boyasinin yarik baglayict molekiil tarafindan yer degistirme deneyi sonuglarindan elde

edilen spektrum yer almaktadir [111].

Bir¢cok metal interkalator ve yarik baglayici floresandir ve floresan emisyonlart ortama
cok duyarlidir. Yiiksek polariteli (sulu ¢ozelti) bir ortamdan diisiik polariteli (DNA)
ortama gecis, uyarma ve emisyon bandinin degismesine neden olur. Ayrica, DNA ile
etkilesimde, metal kompleksi, genellikle floresan sondiiriiciiler olarak hareket eden

¢oziici molekiillerinden korundugu i¢in, genellikle bir floresan artig1 gézlemlenir [56].
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Ormnegin [Ru(phen)2(dppz)]** kullanildiginda floresan yogunlugundaki artis o kadar
belirgindir ki, bu tiir sistemler i¢in 'molekiiler 1s1k anahtari' terimi tiiretilmistir.
[Fe(CN)6]* gibi disaridan eklenen bir sondiiriicii ile floresan sondiirme, DNA baglanma
modunu netlestirmek i¢in Kullanilmistir [28]. Yarik baglayicilarin, interkalatorlere gore
floresans sondiiriiciiye daha duyarli oldugu varsayilmaktadir. interkalasyon yapan metal
kompleksi daha az erisilebilirdir ve ayrica DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplar ile
anyonik ferrosiyaniir arasindaki itici kuvvetler tarafindan korunmaktadir. Bununla
birlikte, Turro ve arkadaslari, giiglii fakat elektrostatik olarak bagli Ru komplekslerinin
floresansinin, interkalasyon yapan Ru komplekslerininki kadar verimli bir sekilde

ferrosiyaniir tarafindan sondiiriilebilecegini gostermistir [28].
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Sekil 2. 14. A) Etidyum bromiir yer degistirme deneyi [123], B) Akridin turuncu yer
degistirme deneyi [121], C) Metilen mavisi (MB) kullanilarak yer degistirme deneyi
[107], D)Yarik baglayici boyanin yarik baglayict molekiil tarafindan yer degistirmesi
[111]

Floresan kiiciik molekiiller, baglanma iizerine sadece dalga boyunda veya kuantum
veriminde degisiklikler sergilemekle kalmaz, ayni zamanda DNA bazlarindan enerji
alicilar1 olarak hareket edebilirler. Deneysel ¢alismalarda, DNA UV 15181 ile uyarilir ve
liganddan floresan beklenir. Bazlarin emisyon spektrumu ile ligandin absorpsiyon
spektrumu arasinda makul derecede iyi bir Ortlisme varsa, rezonans enerji transferi
meydana gelebilir. Yonlendirme faktorii (orientation factor) nedeniyle, bu islemin

verimliligi, interkalatorler i¢in yarik baglayicilara gore cok daha yiiksektir [27].

48



Yiiksek afiniteye ve niikleik asitlere baglanma segiciliine sahip florojenik organik
molekiiller, molekiiler ve kimyasal biyolojide paha bigilmez araglardir. Dogrudan
spektroskopik 6l¢timlerin miimkiin olmadig1 diisiik molar soniim katsayilarina (6rnegin
Cu (I1), Pt (II) ve Mn (II)) sahip metaloilaglarin dolayli DNA baglanma afinitesini
arastirmak i¢in Ozellikle yararlidirlar. Floresan mikroskopisinde (Fluorescence
microscopy) ve akis sitometrisinde (flow cytometry) rutin olarak kullanilan bu tiir
boyalarin 6rnekleri arasinda; yaygin olarak bir niikleer zit boyamasi olarak kullanilan
mavi floresan AT'ye 6zgii mindr yarik baglayict DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol), tek
iplik ve ¢ift sarmalli DNA'nin saptanmasi i¢in ve ayrica bir kromozomal leke olarak
kullanilan Sybr Green I interkalatorii ve kirmizi floresan niikleer ve kromozom zit
boyamast  propidium  iyodir  (3,8-diamino-5-[3-(dietil-metilamonyo)-propil]-6-
fenilfenantridinyum diiyodid) sayilabilir. Bununla birlikte, floresan boyalar sadece
mikroskop goriintiileme ile sinirli degildir. Kiigiik bir ila¢ molekiiliiniin DNA'ya
baglanma afinitesini dolayli olarak degerlendirmek i¢in tasarlanmig yiiksek verimli
analizlerde ve floresan rezonans enerji transferi (Fluorescence Resonance Energy
Transfer-FRET) analizlerini iceren daha karmasik deneysel ¢alismalarda

uygulanmaktadirlar [65].

Floresan emisyon spektroskopisi, metal komplekslerinin G4-dortlii DNA ile etkilesimini
incelemek icin de yararl bir ydontemdir. Interkalasyon durumunda oldugu gibi, dis ug
istifleme (external end-stacking) yoluyla baglanma, metal kompleksini sulu tampondan
koruyabilir. Ornegin, dértlii DNA varliginda [Pt(dppz COOH (phpy)]* igin 293 kata
kadar emisyon artis1 gozlemlenmistir. Emisyon titrasyonu, baglanma sabitlerini
belirlemek ic¢in kullanilabilir ve baglanma seciciligi ile ilgili sonuglar, dortli, ¢iftli ve

yapilandirilmamis DNA varliginda emisyon artis1 karsilastirilarak ¢izilmektedir [56].

Floresan olmayan kii¢iik molekiillerin DNA'ya interkalasyonu etidyum bromiir yer
degistirme deneyi ile incelenebilecegi daha 6nce bahsedilmisti. Interkalatdr olarak
etidyum bromiiriin kullanildig1 ve metaloilag-DNA baglanma sabitlerini arastirmak i¢in
de dolayli bir titrasyon olan bu yontem kullanilmaktadir [61]. DNA'ya interkale
oldugunda etidyum bromiir, 590 nm'de giiclii bir emisyon bandi vermektedir. Etidyum
bromiir ile satiire olan DNA bir metalointerkalator ile titre edildiginde, etidyum bromiir
kompleks (interkalatdr) ile yer degistirdiginde etidyum bromiir emisyon bandi

azalmaktadir. Dogrusal Stern Volmer denklemi, emisyon bandinin bagil yogunlugu I/Io
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ile kompleksin ve DNA'nin derisim oran1 Q arasindaki iliskiyi (Esitlik 2.3)
tanimlamaktadir [20].

lo/l = 1+ Kq [Q] Esitlik 2.3

Esitlik 2.3’te Io ve I metal kompleksinin yoklugunda ve varliginda floresan

yogunluklaridir ve Kq sondiirme sabitidir.

Goriiniir baglanma sabiti Kapp, etidyum bromiir (EtBr) floresansini %50 azaltan metal
kompleksinin derisiminden ve EtBr (Kgwr) icin baglanma sabitinden yola c¢ikilarak

asagidaki Esitlik 2.4 kullanilarak hesaplanabilir:

Kewr [EtBr] = Kapp[metal complex50% | Esitlik 2.4

Floresan yontemleri, oligoniikleotitlerin dortlii yapilara katlanmasi veya bir DNA c¢ift
sarmalinin baz ¢ifti yigin1 boyunca bir dambil seklindeki (dumbbell-shaped) iki ¢ekirdekli
metalointerkalatdriin baz ¢iftlerinin aras1 agmasi gibi dinamik siirecleri izlemek i¢in de

kullanilabilir [56].

DNA ile kiiciik molekiillerin arasindaki etkilesimleri incelemek icin elektroforetik tabanli
teknikler de kullanilmaktadir. Elektroforetik jel mobilite kaydirma deneyleri
(electrophoretic gel mobility shift assays), niikleik asit numunelerini analiz etmek,
ayirmak ve saflastirmak i¢in kullanilan koklii bir analitik tekniktir. Ayrica literatiirde
elektroforetik jellerdeki niikleik asitleri gorsellestirmek icin floresan boyalar yaygin
olarak kullanildig1 bir¢ok c¢alisma da yer almaktadir. Jel elektroforezi, bir elektrik
potansiyel farkinin etkisi altinda, agaroz veya poliakrilamid gibi kati fazli elek benzeri bir
ortamda DNA'in hareketini icermektedir. Dogal negatif ytikii nedeniyle, DNA elektrik
alaninda katottan anota dogru bir anyon olarak hareket eder. Jel boyunca DNA gog¢iiniin

hiz1, DNA dizisinin uzunlugu ve konformasyonunu igeren ¢esitli faktorlere baglidir [65].

Floresan niikleik asit jel boyalari, ¢ozelti iginde serbest olduklarinda diisiik floresansa
sahip olan, ancak jellerdeki niikleik asitlere kovalent olmayan bir sekilde baglanma ile
birlikte floresansta (floresan giiclendirme) énemli artislar sergileyen boyalardir. Bu tiir
boyalar esas olarak iki farkli kimyasal sinifa aittir: fenantridinler ve siyanin boyalari.

Indoller, imidazoller ve akridinler, hiicreler igin iyi bilinen niikleik asit boyalari olmasina
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ragmen, genellikle jel elektroforezi ile kombinasyon halinde kullanilmazlar. Bunun
baslica nedeni, mavi floresan boyalarla boyanmis jellerin fotograflanmasinin zorlugu,
uyarma dalga boylarinin yaygin olarak bulunan 1sik kaynaklariyla zayif eslesmesi ve

bunlarin nispeten zayif floresan giiglendirmesidir [84].

Ozellikle agaroz veya poliakrilamid jellerdeki DNA’nin elektroforezi ile kiigiik
miktarlarda DNA'nin saptanmasi, ¢esitli molekiiler biyolojik uygulamalarda biiyiik 6nem
tagimaktadir bu nedenle DNA'nin yoklugunda diisiik floresansa, ancak DNA'nin
varliginda giiclii floresansa ulasmak onemli bir ilerlemedir. Jel ile ayrilmis DNA'nin
saptanmasi i¢in floresan, goriiniir organik boya, giimiis ve radyo-etiketleme gibi ¢esitli
DNA goriintiileme yontemleri kullanilmigtir ve bunlarin her biri duyarlilik, giivenlik ve
basitlik agisindan farkli avantajlara sahiptir. Bu yontemler arasinda en yaygin olani
floresan boyamadir. Etidyum Bromiir, SYBR Yesili ve SYBR Altin DNA goériintiilemede
kullanilan boyalara 6rnek verilebilir. Ozellikle DNA'yr saptamak icin jellerin
boyanmasinda, kovalent olmayan etkilesim yapan floresan boyalarin kullanilmasina ilgi
vardir. Boyalarin sadece DNA'ya baglandiginda yogun floresans sergilemesi, diisiik arka
plan floresansi nedeniyle kiiclik miktarlarda DNA'nin saptanmasina izin verdigi i¢in bu
boyalarin kullanimi avantajlidir. Bununla birlikte, bu boyalarin nispeten diisiik afiniteleri

saptama hassasiyetini onemli dl¢iide azaltmaktadir [27].

Cong ve arkadaglarinin Etil mor kullanarak poliakrilamid jellerde DNA i¢in goriiniir
(visible dye) boya bazli boyama yontemi gelistirmek i¢in yaptiklar1 bir ¢alismada
gelistirilen bu DNA boyama yOnteminin basit prosediirii ve diisiik maliyeti nedeniyle
geleneksel boyama yontemlerine makul bir alternatif olacagi yorumu yapilmistir. Metilen
mavisi, parlak kresil mavisi, kristal mor ve Nil mavisi gibi ¢esitli goriinlir boya bazlh
boyama yontemleri daha once bildirilmis olsa da bu yontemler uzun boyama siireleri
gerektirmekte ve diisiik hassasiyet saglamaktadirlar [124]. Bu nedenle, yeni boyalar ve
basit prosediirleri kullanan yontemler gelistirilmesi, goriiniir ve/veya DNA ile etkilegsime
girdiginde yiiksek floresans oOzelligi kazanan floresan boyalarin jel elektroforez
yonteminde sensOr-boyar madde olarak kullanimiyla birlikte DNA goriintiillemede

alternatif goriintiileme ajanlarinin tasarlanmasi i¢in 6nemli bir katki saglayacaktir.

Bu tez calismasinda benzimidazol temelli metal kompleksleri ve perilen diimit tiirevi
yapilarin tek iplik DNA oligoniikleotitlerinin, bu tek iplik oligoniikleotitlerin tamamlayici

ipliklerinin eglesmesiyle olusturulan ¢ift sarmal kisa DNA’larin, uzun zincirli DNA
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sarmalinin ve tek iplik aptamerler ile kovalent olmayan etkilesimleri hem DNA ile
etkilesime girme mekanizmalar1 {izerinden hem de bu yapilarin DNA ile olusturduklari
komplekslerin floresans 6zelliklerinden dolayr DNA etkilesimleri ve DNA goriintiileme

amaciyla kullanilabilme {izerinden tartisilmistir.

Tez galismalar1 kapsaminda, DNA ile kompleks yapan perilen dimit tiirevi bilesikler ve
benzimidazol temelli metal igeren bilesikler sentezlenip bunlarin DNA ile baglanma
stokiyometrilerinin, baglanma bolgelerinin ve etkilesim mekanizmalarinin kiitle
spektrometrik ~ yontemlerle incelenmesi, baglanmanin uygun oldugu DNA
etkilesimlerinin floresans verimlerinin de florometrik yontemlerle incelenmesi ve

goriintiileme amaci ile kullanip kullanilamayacaginin arastirilmasi hedeflenmistir.

Belirli bir DNA dizilimi ile etkilesebilen bu yapilarinin DNA {izerine sprey edilmesi ve
reaksiyona girmesi sonucunda DNA goriintiilenmesinin yapilmasi planlanmistir.
Sentezlenen bu yeni bilesiklerin sensor olarak DNA teshisinde kullanilip
kullanilamayacagi incelenmistir. Boylece DNA, RNA ve bunlarin fraksiyonlarinin
gbzlemlenmesine dayanan ve literatiirde ve uygulamalarda siklikla kullanilan, oldukca
kanserojen olan Etidyum Bromiir yerine alternatif goriintiileme ajanlar1 tespit edilmeye

calisilmigtir.

2.6. Kiitle Spektrometrisi

Kiitle spektrometrik teknikler ile atom veya molekiillerden gaz fazinda iyonlar
olusturulmakta ve olusan bu iyonlarin kiitlelerine gdre birbirinden ayrilmasi saglanarak
bagil miktarlarinin kiitle/yiik oranlarina gore kiitle spektrumlari elde edilmektedir. Kiitle
spektrometreleri, yiiklii taneciklerin manyetik ya da elektriksel bir alandan gegerken ve
ayrica momentum farklarindan yararlanilarak diger yiiklii taneciklerden kiitle/yiik

oranina gore ayrilmalari prensibi ile ¢aligmaktadir [48].

Kiitle spektrometrik teknikler; yiiksek hassasiyet (<1072 mol), segicilik, analiz hiz1, diisiik
miktarda Ornekle c¢alisabilme, tam kiitle analizinin yapilabilmesi, izotopik dagilimin
belirlenebilmesi veya parcalanma iiriinlerinin tayini gibi 6zgilin olmasi ve polimerlerden
yiiksek molekiil agirliklt biyomolekiillere kadar bircok molekiiliin analizlerinin
yapilabilmesi 6zelliklerinden dolayr diger analitik tekniklere gore daha c¢ok tercih

edilmektedir [103],[125].
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Protein ve DNA gibi yiiksek molekiil agirliklt biyomolekiillere ilave olarak, yapisal
kaynakli smirlamalardan etkilenmeksizin, peptidlerdeki aminoasit dizilimleri,
oligosakkaritlerin seker dizilimleri gibi dizi analizleri bu tekniklerle kisa zamanda ve
yiiksek dogrulukta yapilabilmektedir [68]. Analiz edilecek Ornek tiiriine, analiz
ozelliklerine gore hassasiyeti ¢ok yiiksek kiitle spektrometreleri gelistirilmis olup kiitle
spektrometrisi kimya, fizik, tip, adli tip, ilag, spor, gida gibi bir¢cok alanda kullanim1 olan
son derece dnemli bir analitik teknik haline gelmistir [126]-[128].

Kiitle spektrometresinde temel bilesenler olarak; numune girisi, iyon kaynagi, kiitle
analizori, iyon detektorli ve data sistemi yer almaktadir (Sekil 2.15) [48]. Bir kiitle
spektrometresindeki en 6nemli parametrelerden biri iyonlastirma kaynag, kiitle analizorii
ve iyon detektoriiniin, analiz edilen iyonlarin gaz fazindaki diger analiz iyonlar1 ve hava
molekiilleri ile olas1 ¢arpigmalarini engelleyip etkilesime girmeden serbest sekilde
hareket edebilmeleri i¢in analiz sirasinda siirekli olarak yiiksek vakum (diisiik basing, 10
5-10'% Torr) altinda tutulmalar1 gerekmektedir [48],[129]. Diisiik basing, iyonlar ile
molekiillerin reaksiyonunu en aza indirir ve ayn1 zamanda olusturulan iyonlarin tespitini,

gecisini ve kararliligini saglamaktadir [48].

iyon Kiitle Iyon
Kaynadi :D Analizéri ED Detektorii

|

Pompas |

|- ompast | Data
Sistemi

Kiitle Spektrumu

Sekil 2. 15. Kiitle spektrometresinin temel bilesenlerinin sematik gdosterimi [48]

Kiitle spektrometrisi yontemlerinde numuneler cihaza kati, siv1 veya gaz halinde direkt
olarak (plaka, oto Ornekleyici, prop, siringa) veya sivi ya da gaz kromatografisi
yontemleriyle verilebilmektedir. Iyon olusumu, yiiksiiz haldeki numunelerin yiiksek

vakum altindaki 1iyonlastirma kaynagi kisminda gaz fazina gegirilmesiyle
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gerceklesmektedir. Olusan iyonlar kiitle analizorii kisminda kiitle/yiik (m/z) oranlarina
gore birbirlerinden ayristirilmaktadir. Daha sonra iyon detektoriine ulasan kiitle/yiik
oranmma gore ayrilmis olan iyonlar burada sinyale doniistiiriilmektedir. Detektorde
olusturulan sinyaller bilgisayar sistemi araciligiyla kiitle spektrumuna doniistiiriilmekte

ve kayit edilmektedir.

Iyon kaynagy, kiitle analizorii, iyon detektorii bilesenlerinin farkli sekilde tasarlanmasiyla

istenilen ozellikte kiitle spektrometre sistemleri olusturulmaktadir. (Cizelge 2.1)

Cizelge 2. 1. Kiitle spektrometresi bilesenlerinin ¢esitlerinin bazilari.

Iyon kaynag Kiitle analizérii Iyon detektorii
Sert Iyonlastirma Ucus Zamanli (Time of Flight- | Faraday kafesi
Yontemleri TOF)
Elektron ¢ogalticilar
Elektron Bombardimani (EI)
Iyon Tuzaklamali (lon Trap- Sintilasyon sayic1
Kimyasal Iyonlastirma (CI) IT)

Cok kanalli plakalar
Hizli Atom Bombardimani

(FAB) Dort Kutuplu (Quadrupole-Q) | Daly detektorii
Yumusak Iyonlastirma Orbitrap
Yontemleri
Elektrosprey Iyonlastirma Fourier Déniisiimlii fyon
(ESI) Siklotron Rezonans (Fourier
Transform lon Cyclotron
Matriks Yardimli Lazer Resonance-FTICR)
Desorpsiyon/Iyonlastirma
(MALDI)

Manyetik Alan (Magnetic
Field)

2.6.1. Yumusak Iyonlastirma Yontemleri

Yiiksek molekiil agirligina sahip biyomolekiil veya sentetik polimerlerin ve onlarin zayif
komplekslerinin analizlerinin yapilabilmesi i¢in son yillarda yumusak iyonlastirmali

teknikler gelistirilmis ve bdylece yiiksek molekiil agirligina sahip o6zellikle
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biyomolekiiller ve onlarin zay1f etkilesim i¢cinde bulunduklari komplekslerini gaz fazinda

pargalamadan aktif formlarinda (intact) analiz edilmelerine imkan saglanmistir.

Iyon kaynag: 6rnege enerji aktarmakta olup sisteme sadece iyonlagsmaya ve gaz fazina
gecise yetecek kadar enerji aktarip parcalanma iriinlerinin olusumunu engelleyen iyon

kaynaklarina yumusak iyon kaynaklar1 denilmektedir [130].

Kiitle spektrometrelerinde bir¢ok iyon kaynagi kullanilmakta olup analiz edilecek
Ornegin tiiriine ve analiz 6zelliklerine gore tercih edilebilmektedirler. MALDI ve ESI
teknikleri ile yliksek mol kiitlesine sahip orneklerin analizlerinde basarili calismalar
yapilmistir. Biiyiik mol kiitleli molekiillerin kiitle spektrometrik sartlarda kararliliklar
cok diisiik, ucuculuklar1 ise yok denecek kadar azdir. Yumusak iyonlastirma (soft
ionization) teknikleri olan, Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/lyonlastirmali (MALDI,
Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization) kiitle spektrometresi ve Elektrosprey
Iyonlastirmali (ESI, Electrospray lonization) kiitle spektrometresiyle yapilan
calismalarda biiyiik molekiil kiitlelerinin, bir biitiin halinde (intact), yapiyr bozmadan
tayini yapilabilmektedir [48].

Metallo-ilaglarin veya yeni gecis metal komplekslerinin biyolojik etkilerini incelemek
i¢in kiitle spektrometrik yontemler kullanilmaktadir. Biyomolekiillerin analizi, FAB, ESI
ve MALDI gibi "yumusak iyonlastirma" tekniklerinin kesfinden sonra miimkiin olmustur
[131]. Yumusak iyonlastirma teknikleri ile molekiillere zarar vermeden, onlari
parcalamadan iyonlastirma miimkiin olmustur. Belirli kosullar altinda, yumusak
iyonlastirma yontemleri kovalent olmayan etkilesimlerle olugsmus olan kompleksleri gaz
fazina gecirmeye izin vererek komplekslerin stokiyometrilerini, kovalent olmayan
etkilesimlerin tiirlinii, enerjisini ve baglanmanin kuvvetini tayin edebilmeye olanak

saglamaktadir [48].

Literatiirde oligoniikleotid-DNA tayini ve dizilimi, protein-peptid tayini ve dizilimi,
protein katlanmasi (folding), in-vitro ila¢ analizleri gibi ¢alismalarda MALDI-MS ve
ESI-MS yontemlerinin kullanildigi birgok yayin yer almaktadir. Yumusak iyonlastirma
teknikleri kiiciik molekiillerden biiyilk molekiillere kadar, analiz 6rneklerinin

parcalanmadan bir biitiin halde tayin edilmelerine olanak saglamaktadir.

55



2.6.1.1. Matriks-Yardimh Lazer Desorpsiyon/lyonlastirma (MALDI)

MALDI tekniginde, lazerden gelen enerjiyi absorblayan uygun bir matriks yardimiyla
analiz Ornegi desorpsiyona ugratilarak iyonlastirllmaktadir. Bu teknikle diisiik
ucuculuktaki yiiksek mol kiitleli molekiillerin parcalanmadan analiz edilmesi ve
spektrumlardan dizilim ve yapisal bilgilerin yorumlanmasi miimkiin kilinmistir.
MALDI’de miktarlar1 102 ve 10*° mol diizeyine kadar olan &rneklerin kolaylikla analizi
yapilabilmekte olup oldukca yiiksek hassasiyete sahip bu iyonlastirma teknigi ile
1.000.000 Da’ya kadar molekiil kiitlesine sahip Orneklerin analizlerine imkan
saglanmaktadir [132]. Zayif kuvvetlerle olusmus olan komplekslerin ve molekiillerin
yumusak iyonlastirilmast neticesinde kararsiz olan bu yapilarin bozulmadan ve hatta
biyopolimerlerin kapali yapilarinin dahi bozulmadan gaz fazina gegisinin ve kiitle

spektrometresi ile tayininin saglamasi bu yontemin en dnemli avantajlarindan biridir.

MALDI tekniginde tipik olarak tek yiiklii iyonlar olugsmakta olup 50.000 Da molekiil
kiitlesine kadar tek yiiklii iyonlarin olusumunun baskin oldugu, daha yiiksek molekiil

kiitlesine c¢ikildiginda c¢oklu yilike sahip iyonlarin olusum olasiliklarinin arttig

bilinmektedir [103].

MALDI’de vakum kararliligi olan uguculugu diistik, diisiik mol kiitleli, 6rnek molekiilleri
ile etkilesime girmeyecek inert yapida, viskozitesi disiik, kullanilan lazerin dalga
boyundaki 151n1 absorplayabilecek yapidaki molekiiller matriks olarak kullanilmakta olup
analiz dncesinde 0rnek ve matriks molekiilleri karistirilir ve kiitle spektrometresine 6rnek
yiikleme amaciyla kullanilan plaka iizerinde kristallendirilirler. MALDI-MS’te bir plaka
tizerindeki farkli bolgelere, birden fazla 6rnek uygulamasi yapilarak analizleri kisa siirede

gerceklestirmek miimkiindiir [48].

Mordatesi (ultraviolet, UV) veya Kizilotesi (infrared, IR) bolgesinde dalga boyuna sahip
atimhi veya stirekli lazer 15181yla uyarilan 6rnegin bu enerji aktarimin takiben birbirine
bagimli olarak seyreden yilizeyden desorpsiyonu ve iyonlasma siirecleri
gerceklesmektedir. Yiizeyde bulunan 6rnek, lazer vurusu sonrasi yogun fazdan gaz fazina
dogru gecis yapmaktadir. Elde edilen iyonlar kiitle analizriine dogru bir potansiyel

esliginde ivmelendirilmektedir [130].

MALDI iyonlastirmasinda; pozitif modda genellikle protone iyonlar, alkali metal

(sodyum ve potasyum) katilim iyonlari, radikalik katyonlar, matriks katilim iyonlar1
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negatif modda; deprotone iyonlar, anyonik katilim iyonlar1, radikalik anyonlar

olusmaktadir.

Matrikslerin MALDI’ye ii¢ ana katkis1 bulunmaktadir. Ilki, analit:matriks mol orani
1:100-1:50000 araliginda oldugundan matrikslerin analitlerin etkilesimini en aza
indirerek analitleri birbirinden ayr1 tutmasidir. ikincisi, matriksin iyonlastirma islemine
katilmasi ve analit molekiillerine veya tersi proton transferinde yer almasidir [48]. Diger
katkist ise kullanilan matrikslerin lazer dalga boyunda kuvvetli absorbansinin olmasi
analit molekiillerine enerjinin kontrollii olarak aktarilmasini ve pargalanma iiriinlerinin
olusumunun engellenmesini saglamaktadir [130]. Analit molekiillerinin lazer dalga

boyundaki enerjiyi absorplamamasi gerekmektedir.

analit/matriks spotu
analit

iyonlan |
I
o“‘/ |
I
+
® |
+
l * kiitle
| spektrometresi
|
I
ks iyonlan |
I

°
/ katyon / |

ek plakasi ekstraksiyon
sistemi

Sekil 2. 16. MALDI mekanizmasinin sematik olarak gosterimi [48]

2.6.1.2. Elektrosprey Iyonlastirma (ESI)

Ugucu olmayan, 1sisal olarak kararsiz tiirlerin iyonlastirilmasi, yliksek hassasiyet,
0zgiinliik, hizl1 analiz, molekiillerin parcalanmadan iyonlastirilmasi, zayif etkilesimlerle
olugsmus komplekslerin dahi bir biitiin (intact) halinde tayinine imkan vermesi, 6zgiin
komplekslerin stokiyometrilerinin direkt dl¢iilebilmesi gibi 6zellikleri bulunan yumusak

bir iyonlastirma yontemi olan ESI iyonlastirmay1 diger iyonlastirma yontemlerine kiyasla
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daha tercih edilebilir kilmaktadir. ESI yontemi MALDI iyonlastirmaya gore daha

yumusak bir iyonlastirma teknigidir.

ESI yontemi ile elde edilen iyonlar hem pozitif hem de negatif olarak ¢ok yiikli sekilde
olusabilmektedir. Cok yiiklii iyonlagsma 6zelligi desorpsiyon/iyonlastirmali yontemlere
kiyasla ESI yontemine avantaj saglayabilmektedir. Cok yiiklii iyon olusumu ile birlikte
yiiksek molekiil kiitleli yapilarin, kiitle/ylik orani diisiik olan kiitle analizorleri ile tayin

edilebilir sinirda gozlenebilmesine imkan saglamaktadir.

ESI yonteminde; ¢oziicii igerisindeki Ornek, atmosferik basing altinda kuvvetli bir
elektriksel alanin uygulandigi igne seklindeki kapilerden piiskiirtiicii gaz ile birlikte sprey
seklinde piiskiirtiilmektedir [129]. Ornek ¢ozeltisinde bulunan analit molekiillerinin
yiiklenebilmesi i¢in kapilere uygulanan elektriksel potansiyele bagli olarak ¢ok ytiklii
damlaciklar olusmaktadir. Piiskiirtiici gaz yoniine ters yonde gdnderilen kurutucu gaz
yardimiyla veya 1sitma ile ¢Oziici molekiilleri buharlagtirilarak damlaciklardan
uzaklagtirilir. Coziiciiniin buharlagsmasi ile damlaciklarin biiziismesi neticesinde olusan
cozelti damlaciklarindaki analit molekiilleri yiikleri nedeniyle birbirlerini itme
egilimindedir. Itmelerle birlikte kulombik patlamalar olusarak aymi tiirlerin farkl
iyonlarinin olugsmasi saglanir. Elektrosprey iyonlastirma neticesinde yiiksek molekiil

kiitleli (>1000 Da) molekiillerin ¢oklu yiiklenmis iyonlart olugsmaktadir.
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Sekil 2. 17. ESI’nin sematik olarak gosterimi [48]
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1000 Da’dan daha kiiciik yapilar i¢in ESI iyonlagsmasinda bazik tiirler i¢in protonlanmis
molekiiler iyonlar ([M + nH]™), asidik tiirler i¢in deprotone olmus molekiiler iyonlar ([M
—nH]), birden fazla iyonlasabilecek grup igeren tiirler iginse ortama eklenen alkali metal

tuzlar1 (sodyum, potasyum, lityum vb.) ile birleserek de iyon olusabilmektedir.

MALDI yonteminde tek yiikli iyonlarin olusma olasiligi daha yiiksek iken ESI
yonteminde c¢oklu yiikklenmis iyonlarin olusmasi bu teknikle elde edilen kiitle
spektrumlarinin  daha karmasik olmasma sebebiyet vererek veri analizini
zorlastirmaktadir. Diger taraftan ESI yontemi daha yumusak bir iyonlastirma teknigi
oldugundan, MALDI’yle kiyaslandiginda yapilan analizlerde yapilar parcalanmadan

daha fazla korunabilmekte, zor iyonlasan tiirlerin iyonlasmasini saglamaktadir.

MALDI yonteminin dezavantajli yonlerinden biri de matrikse ait piklerin diisiik kiitle/yiik
bolgelerinde spektrumu baskilamasi sonucunda bu bdlgede bulunan biiyiik molekiillerin
parcalanma tirlinlerinin ve kii¢iik molekiillerin analizlerinin zorlastirmasidir. Bu konuda
yapilan ilave g¢aligmalarla diistik kiitleli bolgede matriks kullanilmadan lazer 1simin
absorblayan ylizeyler (silisyum metalik yapraklar gibi) kullanilarak matriks etkileri

elimine edilerek yapilan ¢ok sayida ¢alismada literatiirde mevcuttur.

2.6.2. Kiitle Analizorleri

Kiitle analizorleri, gaz fazindaki iyonlari m/z oranlarina gore ayirmakta olup kiitle
spektrometrelerinin kiitle analizorii kisimlari, iyonlarin ortamda bulunabilecek diger gaz
molekiilleri ile garpismalarinin engellenerek detektore iletilebilmeleri igin siirekli olarak
vakum altinda tutulur. Kiitle sinir1, iyon iletim verimi, ayiricilik giici, kiitle dogrulugu,
dinamik araligi ve ¢alisma basinci degeri, bir kiitle ayiricinin 6zelliklerini belirleyen en
onemli parametrelerdir. Her kiitle analizoriiniin digerlerine gore iistiin oldugu ve

eksiklerinin bulundugu 6zellikleri mevcuttur [103].

Tez ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan kiitle analizorleri olan ugus zamanli, dort kutuplu
ve her iki analizoriin bir arada kullanildig1 dort kutuplu/ugus zamanl kiitle analizorleri

ile ilgili detayl bilgiler verilmektedir.
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2.6.2.1. Ucus Zamanh Kiitle Analizorii (Time of Flight, TOF)

MALDI kiitle spektrometrelerinde genellikle, hizlica iyon tarayan lineer ve reflektron
modlar1 olmak iizere iki farkli moda sahip ugus zamanl kiitle analizorleri bulunmaktadir.
TOF kiitle analizoriiniin kullanim ve tasarim kolayligi, maliyet acisindan uygun olmasi,
teorik olarak smirsiz kiitle araligi, hizli tarama, yiiklii taneciklerin tamamini1 ayni anda
belirlemesi, MALDI iyonlastirmasi i¢in uygun olmasi gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir
[133]. Ancak TOF’un kiitle ayiricilik giicii sinirlt olup bu durum analizor ig¢in dezavantaj

olusturmaktadir.

Lineer TOF’ta iyon kaynaginda lazer ile desorpsiyona ugratilan iyonlar elektriksel bir

alanda sabit kinetik enerjiyle ivmelendirilirler. fyonun hiz1 (m/z)*?

orantilt olup bu
iyonlar elektriksel alan uygulanmayan bir tiip igerisinden gegirilerek tlipin sonunda
bulunan detektore ulagsmalar1 saglanir ve sinyal {iretilir. Lineer TOF analizoriinde ayni
kiitledeki iyonlar esit kinetik enerjide olsalar bile ayn1 zaman ve ayni bolgede desorbe
olamayabilirler ve bu nedenle farkli hizlarda olabilirler. Bu iyonlar detektdre farkli
zamanlarda ulagabilirler bu durum da piklerin genisleyip kiitle ayiriciliginin diismesine

neden olabilir.

Reflektron TOF’ta ise iyonlarin yoniiniin degistirilmesinin saglanmasi amaciyla ugus
tiipliniin sonunda kars1 bir elektriksel alan uygulanir. Ayn kiitledeki iyonlardan ytliksek
hiza sahip olan iyon reflektrona daha erken ulasir. Bu iyonlar, karsi1 elektriksel alan iginde
daha derinlere kadar girerler ve yonlerini degistirebilmek icin bu alanda daha fazla zaman
gecirirler. Diislik hiza sahip ancak ayni kiitledeki iyonlar ise reflektrona daha geg girerler,
derinlere kadar gidemezler ve reflektronda daha az zaman gegirirler. Iyon reflektronun
voltajinin uygun bir degere ayarlanmasi durumunda ayn1 kiitledeki fakat farkli hizlardaki
tyonlar detektére ayn1 zamanda ulasirlar. Boylece lineer moda gore daha keskin olarak

ayrilmis sinyaller elde edilir [48]

Mol kiitlesinin (100-900 kDa) artmasiyla birlikte lineer-TOF ta kiitle ayiriciligr (<300)
azalmaktadir. Reflektron-TOF ta ise diisiik mol kiitleli 6rnekler igin kiitle ayiricilign 104
civarinda olmakla birlikte bu modda diisiik mol kiitleli 6rnekler hassas bir sekilde tayin

edilebilmektedir.
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Sekil 2. 18. MALDI-TOF kiitle analizorlerinin sematik olarak gosterimi. A) lineer mod
ve B) reflektron mod [48]

2.6.2.2. Dort Kutuplu Kiitle Analizérii (Quadrupole, Q)

Dort kutuplu kiitle analizoriinde; birbirine paralel konumlandirilan dort silindirik metal
cubuk bulunmakta olup ¢ubuklara uygulanan elektriksel alan iginde, iyonlar
yoriingelerindeki kararliliklarina gore ayrilirlar [129]. Karsilikli konumda bulunan metal
cubuklar arasinda radyo frekansi uygulanarak ¢ubuk setleri arasinda potansiyel farki
olusturulmaktadir. Olusan fark sayesinde bir titresim alan1 meydana gelerek iyonlarin
detektore iletilmesi saglanmaktadir. Uygulanan voltaj seviyelerinde, belirli kiitle/yiik
oranindaki iyonlar detektore ulasabilmektedir. Kararli olmayan yoriingelere sahip olan

diger iyonlar ise gubuklar ile ¢arpisarak yiiklerini kaybederler [129],[134].

Dort kutuplu kiitle analizorleri kullanim kolayligi, hassasiyet gibi 6zelliklerinin yani sira

hizl1 ve ekonomik 6l¢time imkan vermektedirler.
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Sekil 2. 19. Dort kutuplu kiitle analizoriiniin sematik gosterimi [135]

2.6.2.3. Dort Kutuplu/Ucus Zamanl Kiitle Analizérii (Q/TOF)

Kiitle spektrometrik yontemlerin etkinliginin arttirilmasi, uygulamalarin gesitlendirilmesi
amaglaria yonelik olarak farkli tiirdeki kiitle analizorlerinin tstiin olduklar1 6zellikler
gdz Onilinde bulundurularak hibrit bir bi¢cimde tek bir kiitle spektrometresinde
kullanilabilmektedir. Dort kutuplu/ugus zamanl kiitle analizorii de literatiirde yaygin

olarak kullanilan hibrit sistemler arasinda yer almaktadir.

Bu sistemde, dort kutuplu ve ugus zamanl kiitle analizorleri birbirlerine dikey pozisyonda
yerlestirilmis olup iyon kaynaginda olusturulan iyonlar ii¢ adet dort kutuplu ve bir adet
ucus zamanh kiitle analizoriinden gegerek detektdre ulasirlar. MS analizlerinde; dort
kutuplu analizér boliimiine radyo frekans potansiyeli uygulanarak iyon kaynagindan

gelen iyonlar yonlendirilerek ugus zamanli analizor tiipiine iletilirler.

Dort kutuplu ve ugus zamanli kiitle analizorlerinin hibrit sekilde kullanimiyla birlikte cok

yiiksek ayiricilik (50.000) ve kiitle dogrulugu (1-5 ppm) elde edilebilmektedir [103].
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Sekil 2. 20. Dort kutuplu/ugus zamanli kiitle analizoriiniin sematik gosterimi [136]

2.6.3. Kiitle Spektrometresi Iyon Detektorleri

Kiitle analizoriinde kiitle/ylik oranlarina gore birbirlerinden ayrilmis olan iyonlar iyon
detektoriine yonlendirilerek burada foton veya elektronlara doniistiiriiliirler. Elektron
veya fotonlardan olusan sinyaller bilgisayar yazilimlariyla kiitle spektrumuna

doniistiiriiliirler. Yaygin kullanilan iyon detektdrleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

2.6.4. Tyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi (IM-MS)

Iyon hareketliligi kiitle spektrometrisinin, temel ve uygulamali ¢alismalardaki yeri ve
kullanimi, son yillarda ¢ok hizli bir sekilde artis géstermektedir. Bu analitik yonteme olan
ilgi, gelisen teknoloji ile birlikte biyomolekiillerin ayrilmasi ve tayini [137] polimer
karakterizasyonu [138], kimyasal savas ajanlari, yasa disi uyusturucu ve patlayicilarin
tespiti, gida, ¢cevre analizi [139],[140] gibi farkl: tiirdeki 6rneklerin analizlerinde yiiksek
hassasiyet, ayiricilik giici ve diisiik miktarda Ornegin analiz edilebilmesi gibi
parametrelerdeki iyilestirmelere paralel olarak artmaktadir. Son yirmi yillik dénemde,
iyon hareketliligi ile kiitle spektrometrisinin birlestirildigi sistemlerin gelistirilmesinde

¢ok hizli ve 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir [103].
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Kiitle spektometrisi yonteminde ayni kiitle/yiik oranina sahip olan fakat farkli uzaysal
geometrik yapilara sahip olan tiirlerin ayirt edilmesi miimkiin olmamakta olup iyon
hareketliligi ile kiitle spektrometrisinin birlestigi sistemde bu tiirlerin ayirt edilebilmesi,
yapt aydinlatma ve kimyasal izomerlerin  belirlenmesi  c¢alismalar1  da
gerceklestirilebilmektedir. Bu sistemde es zamanli olarak hem iyonlarin kiitleleri
belirlenebilmekte hem de yapisal olarak farkli ancak ayni kiitle/yiik oraninda olan iyonlar

kesin olarak analiz edilebilmektedir.

Iyon hareketliligi spektrometresinde; iyonlarin elektriksel bir alanda helyum, azot ve
argon gibi inert bir gaz ile doldurulmus siiriiklenme tiiptindeki hareketliliklerine gore
ayrimi gergeklesmektedir. Bu teknik iyonun yiikiine, biiyiikliigline ve sekline biiyiik
oranda bagli olup bu teknikle yapilan analizler neticesinde iyonlarin yapisal 6zellikleri

hakkinda bilgi elde edilmektedir [139].

Iyonlarm kiitle spektrometresi analizinden dnce hareketlilikleri baz alinarak ayrilmast ile
karmagik ve izomerik tilir analizleri esnasinda Ornek kaybinin azaltilmasi, iyon
hareketliligi sayesinde de analize ilave bir boyut katarak sadece kiitle spektrometrik
teknikler kullanilarak aydinlatilmasi miimkiin olmayan analizlerde biiyiik fayda

saglamaktadir [103],[139].

2.6.4.1. Tuzaklamali Iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi

Bu teknikte; hareket eden bir gaza karsi iyonlar1 sabit tutmak i¢in elektriksel bir alan
kullanilmaktadir. Bu sayede siiriiklenme kuvveti elektrik alan yardimiyla karsilanarak
iyonlarin kendi hareketliliklerine gore ayrimlarinin gerceklestirilmesi saglanmaktadir. Bu

sekilde iyonlarin boyut/yiik oranina gore ayrimlart gergeklestirilmektedir [139].

ESI
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Sekil 2. 21. Tuzaklamali iyon hareketliligi spektrometresi sematik gosterimi [141]

Saptima Plakasi
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Tuzaklamali iyon hareketliligi kiitle spektrometrisi yonteminde; iyonlar hareketliliklerine
gore ayrildiktan sonra ilk olarak dort kutuplu analizérden ve ¢arpigma hiicresinden gecer
ve ucus zamanli analizore ulasirlar. TOF analizoriinde iyonlarin hizlanarak ugus tiipiinden
gecip detektore ulasmalart igin enerji uygulanir. Hareketliliklerine gore ayrilan iyonlar
kiitle/yiik oranlarina gore de ayrilir ve detektorde olusturulan sinyaller vasitasiyla kiitle

spektrumu olusturulur [140],[142].

2.6.4.2. Etkin Carpisma Kesiti (Collision Cross Section, CCS)

Iyon hareketliligi spektrometrelerinde, iyonun elektriksel alanda inert bir gaz yardimiyla
stiriklenme tlipiinde ge¢irdigi zaman Ol¢iilmekte ve iyonlarin tiip igerisinde kaldiklari
stire boyunca olugturduklar1 yapiin sekilsel ve boyutsal olarak bilgisi saglanmaktadir.
Molekiiliin ii¢ boyutlu yapis1 hakkinda bilgi edinilebilmesi amaciyla etkin ¢carpisma kesiti
degerlerine bakilmalidir. Iyonlarin detektdre varis zamanlari dlgiilerek Mason Schamp

denklemi ile etkin ¢arpigma kesiti degerine doniistiiriilebilir [138].

Tuzaklamali iyon hareketliligi kiitle spektrometrisi yonteminde; seklen biiyiik olan
iyonlar elektriksel alanda daha az tutulurlar ve daha hizli hareket ederler bu sebeple ¢ikis
hunisine daha yakindirlar ve kiitle analizoriine en erken ulagirlar. Seklen kiigiik olan
iyonlar ise elektriksel alanda daha ¢ok tutulduklar i¢in kiitle analizoriine en geg ulasirlar.
Siiriklenme tiipiinii terk ederek kiitle analizoriine en erken ulagan seklen biiyiik iyonlar
daha once analiz edilen iyonlardir ve daha biiylik etkin c¢arpisma kesiti degerine

sahiptirler.
2.7. Spektroskopi

Spektroskopi; drnek maddedeki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji seviyesinden
digerine gecerken absorplanan, sagilan, yayilan elektromanyetik 1gtmanin olgiilerek
yorumlanmasi olarak tanimlanabilmektedir. Elektromanyetik 1s1ma ile madde arasinda
asagidaki etkilesimler gergeklesebilmektedir.

-Isitmanm  kirilmast (1s181in bir ortamdan farkli bir ortama gecerken yon
degistirmesi) ve yansimasi,

-Isimanin sagilmasi (fotonun 6rnekteki pargaciklara ¢arparak yon degistirmesi)

-Isimanin polarizasyonu,
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-Istmanin absorpsiyonu, elekromanyetik 1s1may1 absorbe ederek temel halden
uyarilmig hale gecisi ve emisyonu, uyarilmis halden temel hale gecis sirasinda 1s1ma

enerjisi yaymasi.

Uzerine 151k tutarak molekiiller ve malzemeler hakkinda ne kadar ¢ok sey
Ogrenebilecegimizi gormek oldukga sasirticidir. Spektroskopide; elektronik, titresimsel,
rotasyonel ve elektron ve niikleer doniis halleri ve enerjileri de dahil olmak iizere ¢ok
genis bir yelpazedeki molekiiler 6zellikleri tanimlayabilmek icin 151k kullanilmaktadir.
Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢ogu zaman molekiiller kimlik, molekiiler konformasyonlar,
geometriler ve boyutlar, kimyasal denge, s1v1 veya kati1 hal ortaminin molekiiller iizerine
etkisi, kimyasal reaksiyon hizi, farkli molekiiler konformasyonlar arasindaki yer
degistirme, molekiiler uyarilmig halden temel hale gecis, fotosentetik enerji transferi,
protein katlanmasi, maddelerin saflik kontrolii vb. gibi pek ¢cok ek sonuca varabiliriz. Is181
ayn1 zamanda; bazi molekiiler 6zellikleri ve halleri kontrol etmek ve incelemek i¢in de

kullanabiliriz [143].

Spektroskopinin gergeklestirilebilecegi bircok yol bulunmaktadir. Bazi durumlarda;
farkli dalga boylarinda 1siklar 6rnek {izerine génderilir ve en kuvvetli absorbe edilen dalga
boyu dlgiiliir. Bir digerinde; ilk 6nce 6rnegin 15181 absorbe etmesine izin verilir daha sonra
yayilan 15181n dalga boyu dlgiiliir. Bir baska sekilde; 6rnek tizerine bir 151k atimi (pulse)
veya bir dizi seklinde 151k gonderilir ve zamanla geligen tepkiler 6lgiiliir [143]. En yaygin
spektroskopi tekniklerinden birkaci asagida verilmektedir.

-Ultraviyole-Goriiniir  Bolge  Spektroskopisi  (Ultraviolet-visible  (UV-vis)

Spectroscopy)

-Floresans Spektroskopisi (Fluorescence Spectroscopy)

-Kiz1l6tesi Spektroskopisi (Infrared Spectroscopy)

-Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (Nuclear Magnetic Resonance

Spectroscopy)

Bundan sonraki boliimde, tez ¢alismalari kapsaminda kullanilan Ultraviyole-Goriiniir

Bolge Spektroskopisi ve Floresans Spektroskopisi ile ilgili bilgiler detaylandirilacaktir.
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2.7.1. Ultraviyole-Goriiniir Bolge (UV-Vis) Spektroskopisi

Dalga boyu olarak ultraviyole ve goriiniir 151k bolge araliklarini kapsayan molekiillerin,
iyon veya komplekslerin tanimlanmasinda sik¢a kullanilan bir yontem olup bir 1sin
demetinin bir 6rnekten gecirildikten veya bir 6rnegin ylizeyinden yansitildiktan sonra 151n
siddetindeki azalmaya bagli olarak sogurmanin (absorpsiyonun) artmasina dayanir [144].
Ornekten gecen ve yansiyan 1simlar her bir molekiil tarafindan kendine 6zgii bir dalga
boyu ile soguruldugu icin referans spektrumlar ile molekiil tayini gergeklestirilebilmek

mimkiin olmaktadir.

Absorbans, spektrofotometre kullanilarak ol¢iilmekte olup bilinen bir yogunluktaki
numuneden gegen 15181n siddeti, numune tarafindan absroplanan 15181n "referans" siddeti
ile karsilastirtlir. Uygun bir derisim araliginda 1s18in absorpsiyonu asagida verilen

Lambert-Beer yasasi ile tanimlanabilir.
I
A(v) = —log (1_) = E(W) *xc*l Esitlik 2.5
0

Esitlik 2.5’te; A(v) absorbansa, €(v) soniim katsayisina, ¢ numunenin derisimini, I
numune kabiin genisligine karsilik gelmektedir. Absorbansin dalga boyu ile iliskisini
tanimlamak i¢in numuneye ilgili tiim dalga boylarindan olusan 151k gonderilir ve daha
sonra iletilen 1g1k bir monokromatdr kullanilarak dalga boylarina ayrilir. Ayrilan frekans
bilesenleri bir detektoriin farkli boliimlerinde Olgiiliir [143]. Sekil 2.22.’de 6rnek bir
absorpsiyon spektrumu yer almaktadir [145].

’\ﬁ Orn, Klorofil A molekiiliine ait ﬂ

absorpsiyon spektrumu

Absorbans Yuzdesi

Iﬁgléa bqu.(nm)
Sekil 2. 22. Ornek bir absorpsiyon spektrumu [145]
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Analitik uygulamalarda absorbans ve derisim arasindaki dogrusal iligkiden yararlanilir.
Standart ¢dzeltinin derisimine karst absorbans grafigi alinarak kalibrasyon dogrusu elde

edilir. Bazi durumlarda dorusalliktan sapmalar meydana gelebilmektedir.

2.7.2. Floresans Spektroskopisi

Liiminesans; elektronik olarak uyarilmis haldeki atom, molekiil veya iyonlarin kendine

0zgl dalga boyunda foton emisyonu yapmasi olayidir.

Liiminesans spektoskopi; fotoliiminesans (floresans ve fosforesans), kemiliiminesans,
termoliiminesans olarak {i¢e ayrilmaktadir. Fotoliiminesans, uyarmanin 151k ile yapildigi
liiminesanstir. Floresans ve fosforesans, uyarilmanin fotonlarin absorpsiyonu ile olmasi
bakimindan benzerdirler. Floresans, floresanstan sorumlu elektronik enerji aktariminin
elektronun doéniisiinde (spininde) bir degisiklik olusturmamasi ile fosforesanstan
ayrilmaktadir. Floresans: 102°-10~7 saniyeden daha az siire, fosforesans: 10—°- >10*
saniye stirmektedir. Kemiliiminesans, bir kimyasal reaksiyonda reaksiyon enerjisinin
ortamdaki tiirleri uyarmasiyla olusan uyarilmis tiirlerin emisyonudur. Termoliiminesans
ise uyarmanin 1sisal olarak 1sitma ile veya sogutma ile yapildiginda ortaya ¢ikan

liminesans turadar.

Floresans spektroskopi bir 6rnekteki floresans 1s1mayi analiz eden bir tiir elektromanyetik
spektroskopidir. Bir 151k kaynagindan (genellikle UV) gelen 1smnm numunenin
molekiillerinde bulunan elektronlar1 uyarmas: sonrasinda 151k yaymasiyla (tipik olarak
goriiniir 151k) floresans 1s1ma yapilir ve fotonlar daha diisiik enerji seviyelerine gegerler.
Sekil 2.23.’te elektromanyetik 1s1manin uyarilmasi ve emisyonunun sematik gosterimi,
Sekil 2.24°te ise Ornek bir floresans spektrumu yer almaktadir. Floresans (emisyon)

spektrumlari ile analit molekiillerinin kalitatif veya kantitatif analizi yapilabilir.

Uyarilmis hal

Absorbans Floresans
uyarilmasi emisyonu

Temel hal

Sekil 2. 23. Elektromanyetik 1g1manin uyarilmasi ve emisyonunun sematik gosterimi
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Ust enerji seviyesine bulunan uyarilmis atom veya molekiil kararsiz olup sogurmus
oldugu fazla enerjiyi atarak temel enerji seviyesine donmek ister. Bu adimda, fazla

enerjinin bir kism1 ya da tamami, atom veya molekiilden 151k emisyonu olarak ayrilabilir.

Floresans, spektrofotometre kullanilarak oOlglilmekte olup genellikle floresans dlgcen
cihazlarda gii¢ kaynagindaki dalgalanmalar1 dengeleyebilmek amaciyla ¢ift 1sinli optik

sistem kullanilir.

Floresansta, Ol¢iilen 1s1k numune i¢inden direkt iletilmek yerine numune tarafindan
yayilmas1 sonucunda sagilir. Floresans, gelen 1s18a kiyasla ¢ok daha zayif oldugu i¢in
floresans sinyali basibos gelen 151k tarafindan kolayca ortiiliir. Bunu engellemek igin;
floresan her yone yayilmasina ragmen, sagilan veya yansiyan 1s18in detektore ulasan
miktarini en aza indirmek i¢in emisyon genellikle, gelen radyasyon yoluna gore 90

derecelik agiyla 6lguliir [144].

Floresans spektrumu

Emisyon spektrumlari uyanima
dalgaboylarindan bagimsizdir.

Floresans uyariima
Floresans 151k yayma

Uyanima
(excitation)

v —_
Igik yayma

(emission)
orn, floresein
N

Dalga boyu

Dalga boyu (nm

Sekil 2. 24. Ornek bir floresans spektrumu

Enerji bir molekiil tarafindan emildiginde ne olur? Siiphesiz, molekiil ilave enerjiyi
sonsuza kadar koruyamaz. Molekiil sonunda temel hale geri donecektir. Bunun olmasinin
bir yolu, molekiiliin ya kendiliginden ya da stimiilasyon yoluyla rezonans frekansinda 1sik

yaymasidir [144].

Floresans Spektroskopinin; ¢ok yiliksek hassasiyete sahip olmasi, ¢ok az sayida
molekiiliin dogal olarak liiminesans 6zelligine sahip olmasindan dolay1 ¢ok 6zgiin olmasi,

ppb diizeyinde gozlenebilme sinir ile birlikte ¢ok diigiik derigimlerin tayinine olanak
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saglamasi, genis dogrusal derisim aralifi ve gozle goriiniir olmasindan kaynakli

literatlirde genis ¢alisma yelpazesine sahiptir.

2.8. Elektroforez

Elektroforez, iletken bir s1v1 ya da hidrofilik jel ortamindaki yiiklii parcaciklarin elektrik
alanimin etkisi altindaki hareketlerini tanimlayan genel bir ifadedir. Zit yikli iki
elektrotun (anot ve katot), elektrolit denilen iletken bir ortamla birbirine baglanmasiyla
olusan sisteme elektroforetik sistem adi verilmektedir. Ayirma etkisi, yiiklii parcaciklarin
hizlarindaki (V) farkliliklardan ve alan kuvvetinden (E) kaynaklanmaktadir. Hiz,

parcacigin hareketliliginin (m) bir iirlinii olarak karsimiza ¢ikar.

V =mE Esitlik 2.6

Yiikli bir pargacigin hareketliligi (m); parcacik biiytikligi, sekli, yiikii ve ayrima
stiresince olan sicaklik ile belirlenmekte olup tanimlanmais elektroforetik kosullar altinda
sabittir. Elektroforetik kosullar, pargaciklarin iginde hareket ettigi ortami tanimlayan
akim, voltaj, giic gibi elektriksel parametreler ve iyonik kuvvet, pH degeri, viskozite,
gbzenek boyutu vb. gibi faktorler ile belirlenir [146]. Elektroforetik yontemlerde; zit
yiiklii elektrolara dogru degisik hizda hareket eden farkli ytikteki iyonlar elektriksel alan
igerisinde birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Tercih edilen ayirma ortamina gore cesitli
elektroforetik teknikler bulunmakta olup bunlar; Agaroz Jel Elektroforezi, Degisken
Alanl (Pulsed Field) Jel Elektroforezi, Poliakrilamid Jel Elektroforezi, ki Boyutlu
Elektroforez, izoelektrik Odaklanma, Kilcal (Kapiller) Elektroforez, Izlenebilir Jel

Elektroforezi, Immiinoelektroforez olarak sayilabilir.

2.8.1. Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi; DNA, RNA, proteinler vb. gibi biyomakromolekiiller ve onlarin
parcalanma {irlinlerini biiyiiklik ve yiiklerine gore ayirma teknigidir. Klinik kimyada
proteinleri yiik veya boyutlarina gore ayirmada, biyokimya ve molekiiler biyolojide DNA
ve RNA pargaciklarint uzunluklarmma goére ayirmada, DNA ve RNA pargaciklarinin
boyutunu belirlemede veya proteinleri yiiklerine gore ayirmada jel elektroforez teknigi
siklikla kullanilmaktadir [147]. Sekil 2.25°te jel elektroforez yonteminin basit bir sematik

gosterimi verilmistir.
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Sekil 2. 25. Jel elektroforez yonteminin sematik gosterimi

Elektroforezin yiiklii tiirleri ayirma yetenegi, kiigiik inorganik veya organik iyonlardan
yiikli biyopolimerlere (DNA veya proteinler gibi), hatta kromozomlara,
mikroorganizmalara veya tiim hiicrelere kadar uzanir. Elektroforez 100 yil1 agkin bir siire
once bulunmus olsa da giiniimiizde bile 6nemli bir tekniktir. Jel elektroforezi, binlerce
tiirlin ayrilmasi gereken genomik ve proteomikteki karmasik ayirma proseslerini ¢6zmek
icin kullanilan 6nemli bir tekniktir. Ayrica, son yirmi yilda kilcal (kapiler) veya

mikrogiplerdeki elektroforetik teknikler hizli bir gelisme gostermistir [10].

Elektroforez en yaygin olarak, dikey veya yatay konfiglirasyonda kullanilabilen bir jel
formatinda gerceklestirilir. DNA jel elektroforezi i¢in en yaygin olarak kullanilan iki

malzeme poliakrilamid ve agarozdur.

2.8.1.1. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid jeller, kullanilan akrilamid yilizdesine ve c¢apraz baglayici oranina bagh
olarak istenilen gozenek boyutlari ile olusturulur. Bu sayede ayrilmasi istenilen yapilar
ayn1 anda hem ytiklerine hem de molekiil biiytikliiklerine gore ayrilirlar. Poliakrilamid
jeller kullanilarak niikleik asitlerin tek baza kadar ayrilmasi saglanabilmekte olup DNA

dizilemesi i¢in bu yontem oldukg¢a avantajlidir [148].

Poliakrilamid jel elektroforezi, 10-3000 baz ¢ifti (base pair) uzunlugundaki DNA
molekiillerinin ¢ok hassas olarak ayrilmasini saglar. Uygun kosullar altinda, bu yontemle
boyutlar1 yalnizca tek bir baz ¢ifti kadar farkli olan DNA molekiilleri ayrilabilir [149].
Sekil 2.26’da poliakrilamid jel elektroforez ile ayrilmig bir Ornegin temsili olarak

gosterimi verilmistir.
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Sekil 2. 26. Poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmis bir 6rnegin temsili gosterimi [149]

Degisken gozenek boyutuna sahip, iyi tanimlanmis, mekanik olarak kararli ve kimyasal
olarak inert matrisler iiretmek igin tercih edilen poliakrilamid jel, giiniimiizde
elektroforetik analizlerde muhtemelen en yaygin kullanilan jel ortamidir. Jeller mekanik
olarak gii¢lii, kullanimi kolay ve tamamen seffaftir. Nispeten kii¢iik gézenek boyutu
nedeniyle difiizyon sinirli olup bu nedenle poliakrilamid jel genellikle molekiil agirlig
500.000 Da’dan kiiciik olan ¢ogu protein igin diger jel ortamlarindan daha iyi bir ayirma
saglar [146].

Elektroforez i¢in kullanilan tamponlar, denatiire edici olmayan ve denatiire edici olarak
kategorize edilebilirler. Cift sarmalli DNA'ya bir¢ok kosulda ikincil yapi hakim
oldugundan, denatiire olmayan elektroforez yontemini se¢mek uygun olacaktir.
Oligoniikleotidlerin poliakrilamid jel elektroforezi ile dizleme analizinde bazen {ire gibi

denetiiran ajan kullanilir.
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2.8.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, deniz yosunu cinsi Gelidium ve Gracilaria'dan izole edilmekte ve tekrarlanan
agarobiyoz (L- ve D-galaktoz) alt birimlerinden olusmaktadir. Jellesme sirasinda, agaroz
polimerleri kovalent olmayan bir sekilde birlesmekte ve gdzenek boyutlari, bir jelin
molekiiler eleme oOzelliklerini belirleyen bir ag olusturmaktadir. Agaroz jel
elektroforezinin kullanimi DNA'nin ayrilmasinda devrim yaratmistir. Agaroz jellerin
benimsenmesinden énce DNA birincil olarak, yalmizca yaklasik bir boyut saglayan,
siikroz kullanilarak yapilan Yogunluk Gradienti Santrifiijleme (Density Gradient
Centrifuge) kullanilarak ayrilmistir [150].

Agaroz jel elektroforezi kullanarak DNA'yr ayirmak icin, DNA jeldeki kuyucuklara
yiiklenmekte ve sonrasinda bir akim uygulanmaktadir. DNA (ve RNA) molekiiliiniin
fosfat omurgas: negatif yiikliidiir, bu nedenle bir elektriksel alanda, DNA parcaciklar
pozitif yiiklii anota dogru go¢ edecektir. DNA degismeyen bir kiitle/yiik oranina sahip
oldugu i¢in, DNA molekiilleri bir agaroz jel i¢inde boyutlarina gore, kat edilen mesafe
molekiiler agirliginin logaritmasiyla ters orantili olacak sekilde ayrilmaktadir. Bir DNA
molekiiliiniin bir jelden gecis hizi DNA molekiiliiniin boyutu, agaroz konsantrasyonu,
DNA konformasyonu, uygulanan voltaj, etidyum bromiiriin varligi, agaroz tipi ve

elektroforez tamponu ile belirlenir [150].

Ayrildiktan sonra, DNA molekiilleri uygun bir boya ile boyandiktan sonra UV 15181
altinda gorsellestirilebilir. Sekil 2.27°de agaroz jel elektroforez ile ayrilmis bir DNA

Orneginin gosterimi verilmistir.

2-log
ladder

3 Kb

1022 bp 1022 bp

880 bp
— TS W 765 bp 1 Kb

Sekil 2. 27. Agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis bir DNA 6rneginin gosterimi [150]
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Agaroz jel poliakrilamid jele kiyasla daha biiyiikk gézenek boyutlar1 ve diisiik agirlik
yiizdelerinde mekanik kararliligi koruma yetenegi nedeniyle daha yiiksek molekiiler
agirhikli ayrimalar i¢in kullanilir [148]. Agaroz jel elektroforezi, 50-50000 baz ¢ifti (base
pair) uzunlugundaki DNA molekiillerinin ayrilmasini saglar [149]. Genel olarak, agaroz

derisimi ne kadar yiiksek olursa gdzenek boyutu o kadar kiigiik olmaktadir.

Agaroz jellerinde go¢ eden DNA molekiillerinin, jelde elenmesinin yan1 sira molekiiler
kiitleye bagli bir mekanizma tarafindan da geciktirildigi goriilmektedir. Bu molekiiler
kiitleye bagl etki, biiyiik olasilikla DNA molekiillerinin elektroforez sirasinda agaroz jel
lifleri ile gegici etkilesimidir. Boyle bir etkilesim sasirtict degildir, ¢iinkii DNA oldukc¢a
negatif yiiklii bir polielektrolittir ve agaroz molekiillerinin anyonlar1 bagladig
bilinmektedir. Literatiirdeki bazi ¢aligmalarda DNA molekiillerinin elektroforez sirasinda

agaroz jel matrisi ile etkilesime girdigi gosterilmistir [151].

Agaroz jel genis bir ayrima orani olmasina ragmen goreceli olarak diisiik ayirma giicline
(5-10 niikleotid) sahiptir. Agaroz jel elektroforez yontemi, ¢ogu protein ve glikoproteinin
analizinde poliakrilamid kullanimiyla gélgede birakilsa da ¢ok biiyiik gézenek boyutunun
ve dolayisiyla kisitlayici olmayan jelin gerekli oldugu uygulamalarda halen paha bigilmez

bir tekniktir [146].

EtBr, agaroz jellerde DNA'y1 boyamak icin kullanilan en yaygin reaktiftir. UV 15181na
maruz kaldiginda, etidyum molekiiliiniin aromatik halkasindaki elektronlar aktive
olmakta bu da elektronlar temel duruma donerken enerjinin salinmasina yol agmaktadir.
Pozitif yiikii nedeniyle EtBr kullanimi1 DNA gb¢ oranini %15 azaltmaktadir [150]. EtBr
siipheli bir mutajen ve kanserojendir, bu nedenle onu iceren agaroz jelleri kullanirken

dikkatli olunmalidir.

Agaroz jellerde DNA igin alternatif boyalar arasinda SYBR Altin, SYBR Yesil, Kristal
Mor ve Metil Mavisi bulunmaktadir Bunlardan Metil Mavisi ve Kristal Mor, DNA
bantlariin goriintiilenmesi i¢in jelin UV 1s18ina maruz birakilmasin1 gerektirmez,
dolayistyla DNA pargaciklarinin jelden geri kazanilmasi isteniyorsa mutasyon olasiligini
azaltir. Ancak duyarliliklar1 EtBr'den daha diisiiktiir. SYBR Altin ve SYBR Yesil,
EtBr'den daha diisiik toksisiteye sahip olup olduk¢a hassas, UV bagimli boyalardir, ancak
bu boyalar EtBr’ye kiyasla ¢cok daha pahalidir. Ayrica, alternatif boyalarin tiimii dogrudan

jele eklendiginde 1yi ¢alismamaktadirlar bu nedenle jelin elektroforezden sonra
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boyanmasi (staining) gerekmektedir. Maliyet, kullanim kolaylig1 ve hassasiyet nedeniyle,

EtBr hala birgok arastirmaci igin tercih edilen boya olmaya devam etmektedir.

Farkli DNA formlarinin jel boyunca farkli oranlarda hareket ettii bilinmektedir.
Stipersarmal  plazmid DNA  (supercoiled plazmid DNA) formu, kompakt
konformasyonundan dolay1 jel i¢inde en hizli hareket eder, ardindan ayni1 boyuttaki diiz

zincir DNA pargacigi gelir ve agik dairesel form en yavas hareket etmektedir [150].

Agaroz jel elektroforezi yontemi, 1970'lerde DNA'nin ayrilmasi i¢in agaroz jellerinin
benimsenmesinden bu yana, biyolojik bilimler arastirmalarinda en kullanish ve ¢ok yonlii
tekniklerden biri oldugunu kanitlanmis olup literatiirde bu yontemin uygulandig: bircok

calisma rapor edilmistir [152]-[154].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Literatiirde ¢ok genis bir sekilde gerceklestirilen ¢alismalara ragmen giliniimiizde hem
DNA goriintiileme hem de DNA ile etkilesime girip degisik 6zellikler yaratacak degisik
molekiil ve gecis metal kompleksleri ile ilgili hala yogun ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu
calismada DNA ile etkilesime giren tiirlerin etkilesimlerinin detayli bir sekilde tespit
edilebilmesi i¢in degisik kiitle spektrometrik yontemlerin kullanilmasi ile hem
etkilesimlerin detayl1 bir sekilde belirlenmesi hem de etkilesim yer ve stokiyometrilerinin
belirlenmesi yeni molekiiller kullanilarak hedeflenmistir. DNA ile kompleks yapan
perilen dimit tiirevi yapilar ve benzimidazol temelli metal igeren bilesiklerin
etkilesimlerine ait stokiyometrileri, kararliliklar1 ve etkilesim olusumunda etkili olan
kovalent olmayan etkilesimin tiiriiniin tayini ile ilgili alismalar Elektrosprey Iyonlasmali
Kiitle Spektrometresi (ESI-MS) ve Matriks Yardimli Laser Desorpsiyon/lyonlagmali
Kiitle Spektrometresi ile incelenmistir. Baglanmanin uygun oldugu kompleks yapilarin
absorbans degisiklikleri UV-Vis Spektroskopisi ile ve floresans verimleri Floresans
Spektroskopisi ile izlenmistir. Ayrica sentezlenen bu yapilarin Agaroz Jel Elektroforezi
yonteminde sensor-boyar madde olarak kullanimi ve DNA goriintiilemesinde, teshisinde
kullanilip kullanilamayacagi incelenmis olup bu boyar maddelerin Etidyum Bromiir
yerine alternatif goriintiileme ajanlar1 olarak kullanilip kullanilamayacag: tartigilmastir.

Tez ¢alismalarinda kullanilan yapilara agagida Sekil 3.1., 3.2. ve 3.3’te yer verilmistir.
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Sekil 3. 1. Perilen diimit tiirevi FP-3 molekiilii, Cs6012N2H42 (Mw: 934,27 Da)

Sekil 3. 2. Benzimidazol tiirevi PT-5 molekiilii, C3s0sN7H25PdS, = (Mw: 810,17 Da)

77



\I\| | _ /

/ ';' | N
O~_N_ %
S0

Sekil 3. 3. Benzimidazol tiirevi PT-6 molekiilii, C3s0sN7H25PtS2™ (Mw: 898,82 Da)

Tez ¢aligmasinda kullanilan tek iplik DNA oligoniikleotit dizileri, ¢ift sarmal DNA

dizileri ve tek iplik aptamerlerin dizileri asagida Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3. 1. Tez ¢aligmasinda kullanilan niikleik asit dizileri ve 6zellikleri.

5" AGCTCTTTAG 3’

Molekiil kiitlesi
Oligoniikleotid kodu Dizilim Uzunluk
(Monoizotopik kiitle)

5" GATGCATGAG 3’ 10 mer 3090.56 g/mol
ON-1
ON-2 5’ CTCATGCATC 3’ 10 mer 2961.53 g/mol
(ON1’in tamamlayict ipligi)
DS-1 (ON-1+ON-2) 5" GATGCATGAG 3’ 10 mer 6052,09 g/mol

5’ CTCATGCATC 3’

5> GCATCGGGAC 3’ 10 mer 3051.55 g/mol
ON-3
ON-4 5> GTCCCGATGC 3’ 10 mer 3002.53 g/mol
(ON-3’iin tamamlayici ipligi)
DS-2 (ON-3+ON-4) 5 GCATCGGGAC 3’ 10 mer 6054.08 g/mol

5 GTCCCGATGC 3’

5> CTAAAGAGCT 3’ 10 mer 3034.56 g/mol
ON-5
ON-6 5> AGCTCTTTAG 3’ 10 mer 3016.54 g/mol
(ON-5’in tamamlayici ipligi)
DS-3 (ON-5+ON-6) 5’ CTAAAGAGCT 3’ 10 mer 6051.10 g/mol
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Cizelge 3. 1. Tez ¢alismasinda kullanilan niikleik asit dizileri ve 6zellikleri (devam

ediyor).
Molekiil kiitlesi
Oligoniikleotid kodu Dizilim Uzunluk
(Monoizotopik kiitle)
5’ CATCGG 3’ 6 mer 1791.34 g/mol
ON-7
ON-8 5’CCGATG 3’ 6 mer 1791.34 g/mol
(ON-7’nin  tamamlayict
ipligi)
DS-4 (ON-7+0ON-8) 5’ CATCGG 3’ 6 mer 3582.68 g/mol
5’CCGATG 3’
5> GGTAGG 3’ 6 mer 1871.36 g/mol
ON-9
ON-10 5’CCTACC 3’ 6 mer 1711.33 g/mol
(ON-9’un  tamamlayici
ipligi)
DS-5 (ON-9+0ON-10) 5 GGTAGG 3’ 6 mer 3582.69 g/mol
5’CCTACC 3’
ON-11 5’ CTGTAC 3’ 6 mer 1766.34 g/mol
ON-12
(ON-11’in  tamamlayict | 5> GTACAG 3’ 6 mer 1815.35 g/mol
ipligi)
DS-6 (ON-11+0ON-12) 5’ CTGTAC 3’ 6 mer 3581.69 g/mol
5" GTACAG 3’
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Cizelge 3. 1. Tez ¢alismasinda kullanilan niikleik asit dizileri ve 6zellikleri (devam

ediyor).
Oligoniikleotid Dizilim Uzunluk | Molekiil kiitlesi
e (Monoizotopik
kiitle)
ON-13 5’ CCTCTGGTCTCC 3’ 12mer 3546.61 g/mol
ON-14 5 GGAGACCAGAGG 3’ 12 mer | 3742.68 g/mol
(ON-13’in
tamamlayici
ipligi)
DS-7 5’ CCTCTGGTCTCC 3’ 12 mer | 7289.29 g/mol
(ON-13+ON-14) | 5> GGAGACCAGAGG ¥’
ON-15 5’ CAATGTATCATGCCTCTTTGCACC 3’ 24 mer | 7235.22 g/mol
ON-16 5 GAGTCAAGGCTGAGAGATGCAGGA 3° | 24 mer | 7512.30 g/mol
APT-2 5’ [AmCO6T] TTTGGTTGGTGTGGTTGG 3’ 18 mer | 5817.90 g/mol
APT-3 5’ AAAGGTTGGTGTGGTTGG [AmC6T] 3* | 18 mer | 5729.70 g/mol
APT-4 5’ [AmC6T] AAAGGTTGGTGTGGTTGG 3° | 18 mer | 5844.90 g/mol
APT-7 S’TTTTTTGGTTGGTGTGGTTGG [AmC6T] | 21 mer | 6615.30 g/mol
3’
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3.1. Kullanilan Kimyasallar

Perilen esasli liiminesans boyar madde olan N,N-di(n-butil)-1,6,7,12-tetra(4-
hidroksifenoksi)perilen-3,4,9,10-tetrakarboksilik asit diimit (FP-3 kodlu) molekiilii ve
yine liiminesans boyar madde olan platin (II) ve paladyum (II) koordinasyon bilesikleri
olan Sakkarinato-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(ll), [Pd(L2)(sac)]
(sac) (PT-5 kodlu) ve Sakkarinato-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(l1),
[Pt(L2)(sac)] (sac) (PT-6 kodlu) molekiilleri Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii Ogretim Uyesi, Prof. Dr. Abdurrahman SENGUL

tarafindan sentezlenmistir.

FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalar ile etkilesimlerini incelemek amaciyla baz dizilimleri
tarafimizca belirlenen ve Cizelge 3.1’de dizilimleri ile molekiil kiitleleri belirtilen ON-1,
ON-2, ON-3, ON-4, ON-5, ON-6, ON-7, ON-8, ON-9, ON-10, ON-11, ON-12, ON-13
ve ON-14 kodlu tuzdan arindirilmis sekilde saflastirilmis (desalted) oligoniikleotitler
Sentebiolab (Tiirkiye) firmasi tarafindan sentezlenmistir. Yine Cizelge 3.1°de dizilimleri
ve molekiil kiitleleri belirtilen ON-15 ve ON-16 kodlu oligoniikleotitler MWG-Biotech
GmbH (Almanya) firmasindan, APT-2, APT-3, APT-4 ve APT-7 kodlu aptamerler ise
Sigma (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan temin edilmistir. Spektroskopik ve
elektroforetik analizlerde ThermoFisher Scientific Inc. (Amerika Birlesik Devletleri)
firmasinin yiiksek molekiil kiitleli buzag: timiis DNA’s1 “Invitrogen™ UltraPure™ Calf

Thymus DNA Solution” kullanilmistir.

Tim deneysel caligmalarda 6rnek hazirlama siireglerinde yiiksek saflikta ¢oziiciiler
kullanilmistir. Ornek hazirlamada ¢oziicii olarak; metanol, asetonitril, dimetil siilfoksit,
trifloro asetik asit Sigma-Aldrich (Amerika Birlesik Devletleri), formik asit (%98-100)
ve diklorometan Merck (Amerika Birlesik Devletleri) firmalarindan temin edilmistir.
Biitiin deneylerde kullanilan 18.2 M.Q.cm dirence sahip deiyonize su, Mirae St Co.Ltd.
firmasinin Puris Expe-Ultrapure Water System (Gliney Kore) cihazi ile elde edilmistir.

Inkiibasyon ortami igin tampon ¢ozelti hazirlamak amaciyla kullanilan amonyum asetat
BDH Chemicals Ltd. (ingiltere) ve sodyum kloriir (>99,5 %) Carl Roth (Almanya)

firmalarindan temin edilmistir.

Deneylerde kullanilan MALDI matriksleri ve diger kimyasallar; a-Siyano-4-
hidroksisinnamik asit (CHCA) Sigma (Amerika Birlesik Devletleri), 2,5-
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dihidroksibenzoik asit (DHB), 6-aza-2-tiyotimin (ATT), 2,4,6-Trihidroksiasetofenon
monohidrat (THAP), 2,6-dihidroksiasetofenon (DHAP), 1,8,9-Antrasen triol (DIT) ve
amonyum sitrat dibazik Fluka (Isvigre), 3-hidroksipikolinik asit (3-HPA) Aldrich
(Almanya), p-nitroanilin (PNA) Sigma-Aldrich (Amerika Birlesik Devletleri) satin
alinmigtir. Agaroz Jel Elektroforezi deneylerinde kullamlan Invitrogen™ markasinin
Ultrapure™ 10X TBE tamponu, Ultrapure™ Agaroz, Ultrapure™ Etidyum Brémiir (10
mg/ml) ve BlueJuice™ 10X Gel Loading Dye (DNA jel yiikleme boyasi, bromofenol
mavisi) ThermoFisher Scientific Inc. (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan temin

edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Terazi

Tartim islemleri Mettler Toledo (Isvec) hassas terazi ile yapilmistir.

pH Metre

pH &l¢iimleri Mettler Toledo-Seven Multi pH metre (Isveg) cihazi ile gerceklestirilmistir.

Vorteks

Ornek ¢ozeltilerinin karistirma islemleri Heidolph-Reax Control Vortex (Almanya)

cihazi ile gergeklestirilmistir.

Termomikser

Birbirleri ile tamamlayic1 olan oligoniikleotit ¢iftlerinin 95 °C’deki tavlama islemleri
(annealing process) ve oligoniikleotitler ile boyalarin etkilesimleri i¢in 37 °C inkiibasyon

sicakligr Eppendorf ThermoMixer F1.5 cihazi kullanilarak saglanmistir.

MALDI Kiitle Spektrometresi

FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyar maddeler ile oligoniikleotitlerin ve aptamerlerin
karakterizasyonlar1 ve boyar maddeler ile niikleik asitlerin etkilesimleri MALDI-
TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI TissuetyperTM, Bremen-Almanya) kiitle
spektrometresi ile elde edilmistir. Desorpsiyon ve iyonlastirma iglemlerinde 355 nm dalga
boyundaki Nd-YAG lazeri kullanilmistir. Analit ve matriks tiiriine uygun iyonlasma i¢in

analizler sirasinda lazer siddetinin degistirilerek optimum degerleri tespit edilmistir.
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Analizler esnasinda iyonlar yaklagik olarak 25 kV’luk bir hizlandirma potansiyeline
maruz birakilmiglardir. Analizler 6ncesinde, kiitle hatalarin1 6nlemek amaciyla kiitle
spektrometresi kalibre edilmistir. Tiim yapilar hem pozitif hem negatif iyonlagsma
modlarinda analiz edilmis, tim spektrumlar 6000 lazer vurusu toplanarak hem lineer ve
hem de reflektron modlarda alinmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirilerek iyonlasma
veriminin en uygun oldugu sartlarda deneysel calismalara devam edilmistir. Tiim veriler

Bruker Daltonics firmasi tarafindan saglanan flex Analysis programiyla analiz edilmistir.

MALDI-TOF-MS analizlerinde kullanilan 6rnek ve matriks hazirlama yontemleri,

sonuglarin degerlendirilmesi kisimlarinda detayli sekilde verilmistir.

ESI-QTOF Kiitle Spektrometresi

ESI-QTOF kiitle spektrometresi 1ile yapilan ¢aligmalar iki farkli cihazda
gerceklestirilmistir.

1) LC-ESI-QTOF-MS kiitle spektrometresi (Agilent 6530 Accurate-Mass QTOF-MS,
Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyar maddelerin
karakterizasyonlart gerceklestirilmistir. Her analiz Oncesi cihazin kalibrasyonu
saglanmistir. Tiim veriler Agilent firmasi tarafindan saglanan Mass Hunter Software veri
analiz programiyla analiz edilmistir. Analizlerde kullanilan 6rnek hazirlama yontemleri
ve analizler esnasinda uygulanan LC-ESI-QTOF-MS parametreleri sonuglarin

degerlendirilmesi kisimlarinda detayli sekilde verilmistir.

2) Oligoniikleotitleri, ¢ift iplik DNA’larin ve aptamerlerin boyalar ile etkilesimlerinin,
yiiksek ¢Oziiniirlikli elektrosprey kiitle spektrumlari, Bruker Daltonics (Almanya)
firmasinin Trapped Ion Mobility Spectrometry-Tuzaklamali Iyon Hareketliligi Kiitle
Spektrometresi  (tims-QTOF-MS) cihaz1 kullanilarak analiz edilmistir. Analizler
esnasinda sistem yaklasik olarak 6,45x107® Torr vakum altinda tutulmustur. Siiriikleyici
gaz olarak azot gazi (yiiksek saflikta) kullanilmistir. Hazirlanan 6rnek ¢ozeltileri ESI-
QTOF-MS analizleri i¢in 1,0 pl/dk. akis hizinda direkt enjeksiyon yontemiyle ESI
kaynagina gonderilmis ve 2 dakika boyunca veriler kayit altina alinmistir. Analizler
oncesinde, TOF kiitle analizoriiniin kalibrasyonu saglanmistir. Kiitle spektrumlart hem
pozitif hem de negatif iyon modunda kayit altina alinmistir. Tiim veriler Bruker Daltonics

firmasi tarafindan saglanan Data Analysis 5.0 programiyla analiz edilmistir. ESI-QTOF-
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MS analizlerinde kullanilan 6rnek hazirlama yontemleri ve cihaz parametreleri sonuglarin

degerlendirilmesi kisimlarinda detayl sekilde verilmistir.

Iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometresi

Oligoniikleotitlerin ve ¢ift iplik DNA’larin boyalar ile etkilesimlerinin, iyon hareketliligi
verilerini igeren yiiksek ¢oziiniirliiklii elektrosprey kiitle spektrumlari, Bruker Daltonics
(Almanya) firmasmnin Trapped Ion Mobility Spectrometry-Tuzaklamali Iyon
Hareketliligi Kiitle Spektrometresi (TIMS-QTOF-MS) cihaz1 kullanilarak analiz
edilmistir. Analizler esnasinda sistem yaklasik olarak 6,45x10® Torr vakum altinda
tutulmustur. Siiriikleyici gaz olarak azot gazi (yliksek saflikta) kullanilmistir. ESI-IM-
TOF-MS analizleri i¢in 6rnek ¢ozeltileri 3,0 pl/dk. akis hizinda direkt enjeksiyon
yontemiyle ESI kaynagina gonderilmis ve 2 dakika boyunca veriler kayit altina alinmistir.
Analizler dncesinde, iyon hareketliligi (TIMS) ve kiitle analizér (TOF) 6lgiimlerinin her
ikisinin de kalibrasyonu saglanmistir. Kiitle spektrumlari hem pozitif iyon modunda kayit
altina alinmistir. Tiim veriler Bruker Daltonics firmasi tarafindan saglanan Data Analysis
5.0 programiyla analiz edilmistir. ESI-IM-QTOF-MS analizlerinde kullanilan 6rnek
hazirlama yontemleri ve cihaz parametreleri sonuglarin degerlendirilmesi kisimlarinda

detayl1 sekilde verilmistir.

UV-Vis Spektroskopi

Absorpsiyon spektrumlar1 Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Gida
Bilimleri Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi, Dog. Dr. F. Ceyda DUDAK SEKER’in
arastirma laboratuvarinda yer alan NanoDrop™ One/One® Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific™, Amerika Birlesik Devletleri) ve BioTek
Synergy H1 Hybrid Multimode Reader (Agilent, Amerika Birlesik Devletleri) ile
kaydedilmistir.

Floresans Spektroskopi

Floresans spektrumlar1 Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Gida Bilimleri
Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi, Doc. Dr. F. Ceyda DUDAK SEKER’in arastirma
laboratuvarinda yer alan BioTek Synergy H1 Hybrid Multimode Reader (Agilent,
Amerika Birlesik Devletleri) ile kaydedilmistir.
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Jel Elektroforezi

Niikleik asitlerin FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarla etkilesimlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi ile analizleri Fisherbrand™ multiSUB™ Midi Horizontal Gel System
(ThermoFisher Scientific Inc, Amerika Birlesik Devletleri) ile gergeklestirilmistir. Jeller
Bio Rad Chemidoc (Bio-Rad Laboratories, Inc., Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak

goriintiilenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Karakterizasyon

4.1.1.N,N-di(n-butil)-1,6,7,12-tetra(4-hidroksifenoksi)perilen-3,4,9,10-
tetrakarboksilik asit diimit (FP-3 kodlu) molekiiliiniin MALDI-TOF MS ve ESI-MS
ile Karakterizasyonu

[lk olarak, FP-3 molekiilinin MALDI-TOF-MS kiitle spektrometresi ile
karakterizasyonu yapilmistir. FP-3 molekiiliiniin dimetil siilfoksit, dimetilformamid,
tetrahidrofuran, etanol ve metanolde ¢oziindiigli bilinmektedir. 1,0 mg/ml derisimde
hazirlanan FP-3 molekiiliinii ¢ozmek i¢in ¢6ziicli olarak metanol se¢ilmistir. 10 mg/ml
derisimde, hacimce % 50:50:0,1 oraninda asetonitril:su:trifloro asetik asit iceren
¢ozilicide o-Siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA) ve 2,5-dihidroksibenzoik asit
(DHB) matriksleri hazirlanmigtir. 50 mg/ml derisimde, hacimce esit oranda (1:1)
asetonitril:deiyonize su igeren ¢oziiciide 3-hidroksipikolinik asit (3-HPA) matriksi
¢Oziilmiistiir daha sonra ¢oziicii olarak deiyonize su kullanilarak 50 mg/ml derisimdeki
diamonyum sitrat (DAC) hazirlanmistir. Son olarak 3-HPA:DAC orant hacimce 8:1
olacak sekilde karistirilarak final 3-HPA matriksi hazirlanmistir.

Hazirlanan CHCA, DHB ve 3-HPA matriksleri ile hacimce 1:1 olacak sekilde
analit:matriks karigimlart hazirlanmis ve bu karisimlardan MALDI 6rnek plakasindaki
her bir spota 1 pL hacimde uygulanmis ve daha sonra a¢ik havada kurutulmustur. Plakada
MALDI matriks kristalleri ile birlikte bulunan 0&rnekler MALDI-TOF kiitle
spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek reflektron pozitif/negatif iyon modlarinda,
ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir. Karakterizasyonu
gerceklestirilen analitin yapisinin bozulmadan biitiin halinde tayin edilebilmesi icin
kullanilan analit ve matriks tiirline uygun iyonlasma i¢in analiz sirasinda lazer siddetinin
optimum degerleri tespit edilmistir. Reflektron pozitif modda alinan kiitle spektrumlari

daha iyi oldugu i¢in bu sonuglara yer verilmistir.

Sekil 4.1°de yer alan pozitif iyon modunda yapilan analizler sonucunda elde edilen
spektrumlar incelendiginde A’da m/z 934,37’te, B’de m/z 934,39°da ve C’de m/z
934,35’te FP-3 molekiiliiniin radikal katyonuna ([FP-3]") ait pik ve A’da m/z 935,38’de,
B’de m/z 935,40’te ve C’de m/z 935,36’te goriilen pikin ise FP-3 molekiiliiniin protone
olmus iyonuna ([FP-3+H]") ait oldugu belirlenmistir. Ayrica her ii¢ spektrumda da 957°de
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goriilen pikin FP-3’e sodyum katilmasiyla olugsmus katyona ait oldugu tespit edilmistir.
FP-3 molekiilinin MALDI iyon kaynagindaki iyonlagma mekanizmasi asagida

agiklanmustir.

FP-3 molekiiliiniin iyonlarina ait olas1 izotopik dagilimlari, kapali formiilii kullanilarak,
cihazin yaziliminda bulunan izotop hesaplayicisina aktarilmig ve s6z konusu iyonlara ait
teorik kiitle spektrumlar1 olusturulmustur ve Sekil 4.1.B ve C’de igerisinde Teorik-1 ve
Teorik-2 seklinde ekli olarak verilmistir. FP-3 molekiiliinin MALDI-MS analizleri
sonrasi elde edilen spektrumlari incelendiginde olasi iyonlagma mekanizmalar1 hakkinda
yorumlar yapilmistir. Asagida yapilan yorumlamalarda M:matriks’i ve A:analit yani FP-

3 molekiliini temsil etmektedir.

MALDI’de iyonlagsma iki kisma ayrilmaktadir. Birincil iyonlagmada lazer vurusu
sirasinda ilk iyonlar olusur ve bunlar genellikle matriks molekiilleridir. Ikincil
iyonlagsmada birbirini takip eden reaksiyonlarla birlikte iyonlar olusur (matriks-matriks
reaksiyonlar1 veya matriks-analit reaksiyonlari). Bu reaksiyonlar sonucunda MALDI’de
pozitif modda temel olarak radikal katyon, protone olmus psddo-molekiiler iyon veya
metal iyonu katilmasiyla olusan psddo-molekiiler iyon pikleri goriilmektedir. Lazer
uyarmasi sonucunda olusan iyonlar en basit yolla tek molekiil ¢oklu foton iyonlasma
mekanizmasi (single molecule multiphoton ionization-MPI) ile agiklanabilir. Bu
iyonlasma mekanizmas ile matriks radikal katyonlar1 olusmaktadir. Bu mekanizma UV

MALDI birincil iyonlagsma mekanizmasi olarak da nitelendirilmektedir [155].

n (hv)

M - M" +e (coklu foton iyonlagmast)

Matriks lazer enerjisini absorplayarak fotoiyonlasma mekanizmasi ile radikal katyon
olusturur. Sonrasinda matriks radikal katyonlar1 ve nétral analit molekiilleri (MALDI
analizlerinde siklikla kargilagilan protone olmus veya metal katilmasiyla olusan
katyonlardan ziyade) elektron transfer reaksiyonu ile analit molekiiliiniin radikal
katyonlarni olustururlar. Noétral analit molekiillerinden matriks radikal iyonlarina

elektron transferi ile radikal analit katyonlar1 olusmaktadir [155].

M* + A ---—-— M + A*™ (elektron transfer reaksiyonu)

88



Matriks radikal iyonlarinin siklikla gézlenmesine ragmen analit radikalleri sadece diisiik
polaritedeki ve fonksiyonel grup igermeyen molekiiller icin gozlenebilmektedir. Direkt
fotoiyonlasma mekanizmasina gore, matriks radikal katyonlar1 ve analit molekiilleri
arasinda analit radikal katyonlar1 olusturmak icin gergeklesen gaz fazinda elektron
transfer mekanizmasi1 daha kabul edilebilir bir mekanizmadir. Elektron transfer
reaksiyonlar1 sadece, matriks molekiillerinin iyonlasma potansiyelinin analit

molekiillerinin iyonlagma potansiyelinden fazla oldugu durumlarda uygun olmaktadir.

Coklu aromatik yapilar, iyi elektron transfer edebilme ozelliklerinden dolayi, metal
katyonlar1 olusturmak yerine radikal katyonlar1 olusturmayi tercih etmektedir. Bu ayni

zamanda bu yapilarin matriksten bagimsiz olmalarina olanak saglamaktadir.

Iyonlasma mekanizmalarmna gore, FP-3 molekiiliin kiitle spektrumlarinda elektron
transfer mekanizmasi ile olusmus analit radikal katyonlar1 ([A]*") ve proton transferiyle
olusmus iyonlar1 ([A+H]") goriilmektedir. Protone olmus iyonun olusum mekanizmasi

asagida verilmektedir.

A + MH'" -—— [A+H]* + M (proton transfer reaksiyonu)

Sonu¢ olarak, FP-3 molekiilinin MALDI-TOF-MS kiitle spektrometresi ile
karakterizasyonu calismalarinda DHB matriksinin kullanildigi durumlarda elde edilen
kiitle spektrumlarinin kiitle ayirimi1 ve S/N (sinyal/giiriiltii) oran1 degerlerinin ve sinyal
siddetlerinin 3-HPA matriksi kullanilarak elde edilen spektrumlardan daha iyi oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4. 1. FP-3 ile A) CHCA, B) DHB ve C) 3-HPA matriksleriyle analit:matriks orani

hacimce 1:1 hazirlanan reflektron pozitif mod MALDI kiitle spektrumlari.

FP-3 molekiiliiniin LC-ESI-Q-TOF-MS kiitle spektrometresi (Agilent 6530 Accurate-
Mass Q-TOF-MS, Amerika Birlesik Devletleri) ile yapilan analizlerinde hareketli fazlarin
ve oranlarimin belirlenmesi, hangi akis hizinda uygulanacagiyla ilgili denemeler
yapilmistir. Daha sonra kiitle spektrometrik analizlerde kullanilacak parametreler
belirlenmistir. FP-3 molekiili (1,0 mg/ml) metanol ile c¢esitli hacim oranlarinda
seyreltilerek analiz edilmistir. Cozeltiye az miktarlarda asit veya baz eklenmesi ile zor
iyonlasan tiirlerin iyonlastirilmalar1 da ESI ile kolaylikla saglanabilecegi i¢in ¢6ziicii olan
metanole ilave formik asit, dimetil siilfoksit ve amonyum asetat eklenip elde edilen
spektrumlardaki farkliliklar gdzlenmistir. Ornekler metanolden olusan hareketli faz
icerisinde Agilent 1200 serisi HPLC pompasi yardimiyla 0,3 mL/dk akis hizinda direkt
ESI-Q-TOF kiitle spektrometresine gonderilmistir. Caligmalarin hepsi pozitif iyon
modunda gergeklestirilmistir. FP-3 molekiiliiniin analizi i¢in optimize edilen ESI-MS

parametreleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Cihaz, her analiz 6ncesi kalibre edilmistir.
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Cizelge 4. 1. FP-3 molekiiliiniin karakterizasyonu i¢in optimize edilen ESI-MS
parametreleri.

Iyonlasma modu Pozitif
Gaz sicakligt 300 °C
Kurutucu gaz 10 L/min.
Nebulizor gaz 40 psi
Kapiler voltaj 4000 V
Fragmentor voltaj 175V
Nozzle voltaj 300V
Skimmer voltaj 65V

FP-3 molekiiliiniin ESI-Q-TOF-MS pozitif iyon modunda alinan kiitle spektrumu Sekil
4.2°de gosterilmektedir. Kiitle spektrumu incelendiginde, m/z 957,27°de gozlenen pikin
FP-3 molekiiline sodyum katilmasiyla olusmus [FP-3+Na]* iyonuna ait oldugu
goriilmektedir. (Spektrumda piklerin tizerinde yazan “1” sayis1 iyonlarn tek yiikli

oldugunu gostermektedir.)
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Sekil 4. 2. FP-3 molekiiliiniin (hacimce 1:200, ¢dziicii-metanol) ESI’da pozitif iyon

modunda alinan kiitle spektrumu.

ESI molekiilleri parcalamadan iyonlastiran, zayif etkilesimlerle olusmus kompleksleri
bile bir biitlin olarak (intact) tayin edebilmemize olanak saglayan bir yumusak
iyonlastirma yontemidir. Uygun enstriimantal kosullar saglandiginda genel olarak
elektrosprey iyonlagsmasi ile ¢oklu yiikklenmis iyonlar olusmaktadir. ESI’nin bu 6zelligi

ona desorpsiyon/iyonlagtirmali yontemlere gére bazi durumlarda daha fazla avantaj
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saglamaktadir. Pozitif iyon modunda calisildiginda yiiklenme genellikle protonlanma
yoluyla, bazen de metal katilmasi yoluyla ger¢ceklesmektedir. Negatif iyon modunda ise
analitin deprotonlanmasi ile yliklenme olusmaktadir. Analit molekiilleri proton transferi
mekanizmasi ile yiiklendigi i¢in tespit edilen iyonlar (elektron kazanimi veya kaybi ile
olusan) gergek molekiiler iyonlar degildir fakat bu iyonlar (protone veya deprotone) daha

tercih edilir yapilardir.

Katyon katilma mekanizmasi, notral molekiile kovalent olmayan etkilesimlerle pozitif
yiiklenmis bir iyon katilmasi ile gergeklesir (6rn; alkali, amonyum). Katyon katilmasi
protonlanma ile kararli olmayan molekiiller i¢in daha uygundur. Molekiile katyon
katilmas1 molekiiliin protonlanmasina gore daha az kovalenttir, bu nedenle yiik katyon
tizerinde lokalize olmaktadir. Bu durum yiikiin delokalize olmasini ve molekiiliin

fragmentasyonunu minimize eder.

Sodyum iyonu ESI’da kullanilan ¢oziiciilerde yaygin olarak karsilasilan bir kirliliktir.
Analit molekiilleri siklikla sodyum iyonlar1 tarafindan kontamine olurlar. Cozeltiye
milimolar derisimlerinde amonyum asetat eklenmesi ile istenmeyen sodyum iyonu
katilmas1 engellenebilmektedir. Ciinkii ortama eklenen asetat iyonu ¢ozeltideki serbest
metal iyonlarina baglanarak metal katilmasiyla olusan iyonlarin baskilama etkisini
engelleyecek ve protone olmus iyonun sinyal siddetinin artmasini saglayacaktir. Bu
nedenle ortama amonyum asetat eklenmesi sinyalin kararliligin1 ve tekrarlanabilirligini
artirir, istenmeyen katilmalar1 ve zemin (background) sinyallerini 6nemli 6l¢iide azaltir,

dolayisiyla temiz ve kolay yorumlanabilir bir kiitle spektrumu elde edilmesini saglar.

@ [FP-3+H]*

B 1 [FP-3+Nal*
[FP-3+K]*

% intensite

e Py
B4 M0 WM oMo @ % W W W W % % W 9

Kiitlelyiik

Sekil 4. 3. FP-3 molekiiliiniin (hacimce 1:200, ¢oziicii-metanol, ek olarak amonyum asetat

eklenmistir.) ESI’da pozitif iyon modunda alinan kiitle spektrumu.
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Amonyum asetat eklenmesinden sonra elde edilen kiitle spektrumunda protone olmus,
sodyum katilmasi ve potasyum katilmasi ile olusmus iyon pikleri goriilmektedir (Sekil
4.3). Amonyum asetat eklenmesi ile birlikte daha onceki spektrumlarda goriilmeyen
protone olmus pike ([FP-3+H]", m/z: 935,29) ait sinyal tespit edilmistir. Protone olmus
iyon pikine ait sinyalin siddetinin sodyum ve potasyum katilmas ile olusan iyonlarin
piklerinin (sirastyla [FP-3+Na]*, m/z: 957,27 - [FP-3+K]*, m/z: 973,24) sinyal
siddetlerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Burada amonyum asetat katilmasinin

spektruma olan etkisi gézlenmistir.

Sonug¢ olarak, yapilan ¢alismalardan elde edilen MALDI ve ESI kiitle spektrumlari
incelendiginde sinyallerdeki kiitle farklarinin sebebinin MALDI ve ESI sistemlerindeki

iyonlagma mekanizmalarinin farklilik géstermesinden kaynaklandigi diistintilmektedir.

4.1.2.Sakkarinato-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinpaladyum(l1),
[Pd(L2)(sac)] (sac) (PT-5 kodlu) molekiiliiniin MALDI-TOF MS ve ESI-MS ile
Karakterizasyonu

PT-5 molekiili, MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI TissuetyperTM,
Almanya) kiitle spektrometresi ile karakterize edilmistir. 1,0 mg/ml derisimde hazirlanan
PT-5 molekiiliinii ¢6zmek i¢in ¢Oziicii olarak dimetil siilfoksit kullanilmistir. Matriks
olarak 10 mg/ml derisimde DHB, CHCA, 50 mg/ml derisimde 3-HPA matriksleri
kullanilmistir. Hacimce 1:1 olacak sekilde analit:matriks karisimlari hazirlanmis ve bu
karigimlardan MALDI 6rnek plakasindaki her bir spota 1 pLL hacimde uygulanmis ve daha
sonra acik havada kurutulmustur. Plakada MALDI matriks kristalleri ile birlikte bulunan
ornekler MALDI-TOF Kkiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek reflektron

pozitif/negatif iyon modlarinda, ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir.

PT-5 molekiilii i¢in reflektron pozitif modda yapilan analizler sonucunda elde edilen
Sekil 4.4.A’da CHCA matriksi ile alinan spektrumda m/z degeri 626,99 olan pikin PT-5
yapisindan 1 sakkarinat anyonu ayrilmasiyla olusan [PT-5-sac]® iyonuna ait oldugu
aydinlatilmis olup bu pikte paladyum dagilimi goriilmiistiir. A’da m/z degeri 444,03 ve
B’de DHB matriksi ile elde edilen spektrumda 444,20 olan piklerin ise PT-5’ten 2
sakkarinat anyonu ve 1 proton ayrilmasiyla olusan [PT-5-2sac-H*]* iyonuna ait oldugu ve
pikte paladyum dagilimi tespit edilmistir.Sekil 4.5°te [PT-5-2sac]®* iyonu yani
[C21NsH17Pd]?*’ye ait yap1 verilmistir. m/z degerleri Sekil 4.4.A’da 482,00, B’de 482,17
ve C’de 3-HPA matriksi ile alinan spektrumda 482,13’te goriilen piklerin ise paladyum
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baglh liganda klor katilmasi ile olusan [PT-5-2sac+Cl]* iyonuna ait oldugu
distiniilmiistiir. PT-5 yapisinin sentez asamasinda bulunan K>PdCls molekiiliinden
kaynakli olarak ortamda bulunan klorun paladyum bagh liganda katilmasiyla olustugu
diistintilmiistiir. PT-5 molekiiliiniin iyonlarmma ait olas1 izotopik dagilimlari, kapali
formiili kullanilarak, cihazin yaziliminda bulunan izotop hesaplayicisina aktarilmis ve
s0z konusu iyonlara ait teorik kiitle spektrumlari olusturulmustur ve Sekil 4.4.A ve B

icerisinde Teorik-1, Teorik-2 ve Teorik-3 seklinde ekli olarak verilmistir.
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Sekil 4. 4. PT-5 ile A) CHCA, B) DHB ve C) 3-HPA matriksleriyle analit:matriks orani

hacimce 1:1 hazirlanan reflektron pozitif mod MALDI kiitle spektrumlari.

| ) \

Sekil 4. 5. [C21NsH17Pd]? yapis1 (Monoizotopik kiitle: 445,05 Da)

Sonu¢ olarak, PT-5 molekiilinin MALDI-TOF-MS kiitle spektrometresi ile
karakterizasyonu ¢alismalarinda CHCA ve DHB matrikslerinin kullanildigi durumlarda

elde edilen kiitle spektrumlarinin kiitle ayirimi ve S/N (sinyal/gliriiltii) oran1 degerlerinin
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ve sinyal siddetlerinin 3-HPA matriksi kullanilarak elde edilen spektrumlardan daha iyi

oldugu goriilmiistiir.

PT-5 molekiilii ayrica LC-ESI-Q-TOF-MS (Agilent 6530 Accurate-Mass QTOF LC/MS,

Amerika Birlesik Devletleri) kiitle spektrometresi ile de karakterize edilmistir.

Zor iyonlagan tiirlerin ESI’da iyonlagtirilmalarinin kolaylikla saglanabilmesi amaciyla
ornek ¢ozeltilerine formik asit veya amonyum asetat eklenerek elde edilen
spektrumlardaki farkliliklar gézlenmistir. Ornekler Agilent 1200 serisi HPLC pompast
yardimiyla 0,5 mL/dk akis hizinda direkt ESI-Q-TOF kiitle spektrometresine

gonderilmistir. Cihaz, her analiz 6ncesi kalibre edilmistir.

Cizelge 4. 2. PT-5 molekiiliiniin karakterizasyonu igin optimize edilen ESI-MS
parametreleri.

Iyonlagma modu Pozitif
Gaz sicakligt 250°C
Kurutucu gaz 11 L/min.
Nebulizor gaz 40 psi
Kapiler voltaj 3500 V
Fragmentor voltaj 175V
Nozzle voltaj 1000 V
Skimmer voltaj 65V
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Sekil 4. 6. 1,0 mg/ml derisimde PT-5 molekiilii (¢oziici= Su:%1 Amonyum asetat),

ESI’da pozitif iyon modunda alinan kiitle spektrumu.

95



PT-5 molekiilii i¢in pozitif modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.6’daki
spektrum incelendiginde; m/z degeri 627,04 olan pik [C2sH21NsO3PdS]" yani [PT-5-sac]”
iyonuna, m/z degeri 445,05 olan pik [C21NsH16Pd]* yani [PT-5-2sac-H*]* iyonuna, m/z
degeri 480,06 olan pik ise [C21NsH17PdCI]* yani [PT-5-2sac+CI]* iyonuna aittir. m/z
degeri 504,06 olan pik incelendiginde, 445,05 Da kiitledeki paladyum bagl liganda
([C21NsH17Pd]?*) asetat anyonu ([CHsCOO]") katilmasi ile olusan [PT-5-2sac+CH3COO"
1" yapisina ait tek yiiklii pik oldugu yorumuna varilmistir. Sinyalde paladyum dagilimi
gozlenmistir. Burada asetatin, klor ve sakkarinattan daha girici etki yapmis oldugu

gorilmistiir.

4.1.3. Sakkarinato-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(l1), [Pt(L2)(sac)]
(sac) (PT-6 kodlu) molekiiliiniin MALDI-TOF MS ve ESI-MS ile Karakterizasyonu
PT-6 molekiili, MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI Tissuetyper™,
Almanya) kiitle spektrometresi ile karakterize edilmistir. 1,0 mg/ml derisimde hazirlanan
PT-6 molekiiliinii ¢ozmek ig¢in ¢6ziicii olarak dimetil siilfoksit kullanilmistir. Matriks
olarak 10 mg/ml derisimde DHB, CHCA, 50 mg/ml derisimde 3-HPA matriksleri
kullanilmistir. Hacimce 1:1 olacak sekilde analit:matriks karisimlari hazirlanmis ve bu
karigimlardan MALDI 6rnek plakasindaki her bir spota 1 pL. hacimde uygulanmis ve daha
sonra agik havada kurutulmustur. Plakada MALDI matriks kristalleri ile birlikte bulunan
ornekler MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek reflektron
pozitif/negatif iyon modlarinda, ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir.
PT-6 molekiilii i¢in reflektron pozitif modda yapilan analizler sonucunda elde edilen
Sekil 4.7.A’da CHCA matriksi ile almman spektrumda m/z degeri 715,08, B’de DHB
matriksle aliman spektrumda m/z degeri 715,20 ve C’de 3-HPA matriksi ile alinan
spketrumda m/z degeri 715,18 olan piklerin PT-6 yapisindan 1 sakkarinat anyonu
ayrilmasiyla olusan [PT-6-sac]+ iyonuna ait oldugu aydinlatilmis olup bu pikte platin
dagilimi goriilmiistiir. m/z degeri A’da 568,12, B’de 568,17 ve C’de 568,17 olan piklerin
ise PT-6’dan 2 sakkarinat anyonu ve 1 proton ayrilmasiyla olusan [PT-6-2sac-H']*
iyonuna ait oldugu ve pikte platin dagilimi tespit edilmistir. Sekil 4.8°de [PT-6-2sac]*
iyonu yani [C21NsH17Pt]?*’ye ait yap1 verilmistir. m/z degerleri Sekil 4.7.A’da 533,08,
B’de 533,20 ve C’de 533,20°de goriilen piklerin ise platin bagh liganda klor katilmasi ile
olusan [PT-6-2sac+Cl]" iyonuna ait oldugu disiiniilmiistiir. PT-6 yapisinin sentez

asamasinda bulunan K2PdCls molekiiliinden kaynakli olarak ortamda bulunan klorun
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platin bagli liganda katilmasiyla olustugu diistintilmiistiir. PT-6 molekiiliiniin iyonlarina
ait olas1 izotopik dagilimlari, kapali formiilii kullanilarak, cihazin yaziliminda bulunan
izotop hesaplayicisina aktarilmis ve s6z konusu iyonlara ait teorik kiitle spektrumlari
olusturulmustur ve Sekil 4.7.B ve C igerisinde Teorik-1, Teorik-2 ve Teorik-3 seklinde

ekli olarak verilmistir.
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Sekil 4. 7. PT-6 ile A) CHCA, B) DHB ve C) 3-HPA matriksleriyle analit:matriks orani

hacimce 1:1 hazirlanan reflektron pozitif mod MALDI kiitle spektrumlari.
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Sekil 4. 8 [C21NsH17Pt]?* yapis1 (Monoizotopik kiitle: 534,11 Da)

Sonu¢ olarak, PT-6 molekiilinin MALDI-TOF-MS kiitle spektrometresi ile
karakterizasyonu c¢aligmalarinda tiim matrikslerin uygun oldugu goriilmiistiir. Ancak
DHB ve 3-HPA matrikslerinin kullanildigi durumlarda elde edilen kiitle spektrumlarinin
kiitle ayirim1 ve S/N (sinyal/gliriiltii) oran1 degerlerinin ve sinyal siddetlerinin CHCA

matriksi kullanilarak elde edilen spektrumlardan daha iyi oldugu goriilmiistiir. Ayrica
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% intensite

CHCA matrisksi ile elde edilen spektrumlarda farkli katilma iyonlarinin olmasi nedeniyle

pikler arasinda girisimler oldugu goriilmiistiir.

PT-6 molekiilii ayrica LC-ESI-Q-TOF-MS (Agilent 6530 Accurate-Mass QTOF LC/MS,

Amerika Birlesik Devletleri) kiitle spektrometresi ile de karakterize edilmistir.

Ormek ¢ozeltilerine formik asit veya amonyum asetat eklenerek elde edilen
spektrumlardaki farkliliklar gézlenmistir. Ornekler Agilent 1200 serisi HPLC pompasi
yardimiyla 0,5 mL/dk akis hizinda direkt ESI-Q-TOF kiitle spektrometresine

gonderilmistir. Cihaz, her analiz 6ncesi kalibre edilmistir.

Cizelge 4. 3. PT-6 molekiiliiniin karakterizasyonu i¢in optimize edilen ESI-MS
parametreleri.

Iyonlagma modu Pozitif
Gaz sicakligt 250°C
Kurutucu gaz 11 L/min.
Nebulizor gaz 40 psi
Kapiler voltaj 3500 V
Fragmentor voltaj 175V
Nozzle voltaj 1000 V
Skimmer voltaj 65V
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Sekil 4. 9. 1,0 mg/ml derisimde PT-6 molekiilii (¢oziici= Su:%1 Amonyum asetat),

ESI’da pozitif iyon modunda alinan kiitle spektrumu.
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PT-6 molekiilii i¢in pozitif modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.9’daki
spektrum incelendiginde; m/z degeri 716,10 olan pik [C2sH21NeO3PtS] yani [PT-6-sac]*
iyonuna, m/z degeri 593,12 olan pik incelendiginde, Sekil 4.8’de verilen 534,11 Da
kiitledeki platin bagli liganda yani [C2:NsH17Pt]** iyonuna asetat anyonu ([CH3COOQ]")
katilmasi ile olusan [PT-6-2sac+CH3COO]" yapisina ait tek yiiklii iyona ait pik oldugu
yorumuna vartlmistir. Sinyalde platin dagilimi gézlenmistir. Burada asetatin girici etki

yapmis oldugu gorilmiistiir.

MALDI-MS analizlerinde reflektron pozitif modda alinan spektrumlar birbirleri ile
kiyaslandiginda yapisinda platin metali bulunan PT-6 molekiiliiniin, yapisinda paladyum
metali bulunan PT-5 molekiiliinden daha kararli oldugu degerlendirmesi yapilmigtir. FP-
3, PT-5 ve PT-6 yapilartyla hem MALDI-MS hem de ESI-MS’te negatif iyon modunda
da analizler gerceklestirilmis olup bu modlarda calisilarak iiretilen spektrumlarin
sinyal/giiriiltii (S/N) oranlar ile kiitle ayrimlarinin gorece diisiik oldugu tespit edilmistir.
Pozitif iyon modunda iiretilen spektrumlarin negatif moda goérece daha iyi oldugu tespiti

yapilmustir.
4.1.4. Oligoniikleotit analizlerinde matriks etkisinin incelenmesi

Oligoniikleotitlerin analizlerinde matriksin etkisinin incelenmesi amaciyla farklh
matriksler ile farkli oranlardaki analit:matriks karigimlart denemesi yapilmigtir.
Sentebiolab (Tiirkiye) firmasi tarafindan sentezlenen ve daha o6nce Cizelge 3.1°de
dizilimleri ve molekiil kiitleleri belirtilen oligoniikleotitlerin farkli matrikslerle analizleri
MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI Tissuetyper™, Almanya) kiitle

spektrometresi ile yapilmaistir.

Oligoniikleotitlerin kiitle spektrometrik sartlarda gaz fazindaki kararliliklarinin
incelenmesi amaciyla ilk olarak ¢ozelti ortamindaki kosullara bagli olarak analizleri
gerceklestirilmistir. Matriks etkisinin incelenmesi amaciyla a-Siyano-4-hidroksisinnamik
asit (CHCA), 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB), 2,4,6-trihidroksiasetofenon (THAP),
2,4,6-trihidroksiasetofenon (THAP-diamonyum sitratsiz), 2,6-dihidroksiasetofenon
(DHAP), 6-aza-2-tiyotimin (ATT), ditranol (DIT), p-nitroanilin (PNA), 3-
hidroksipikolinik asit (3-HPA) matriksleri kullanilarak farkli oranlardaki analit:matriks
karisimlar1t  hazirlanmis, ON-9 kodlu oligoniikleotitin  MALDI-TOF analizleri

gerceklestirilmistir. Liyofilize sekilde temin edilen oligoniikleotitlerin, derisimleri 100
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uM (100 pmol/ul) olacak sekilde deiyonize suda pipetaj yontemi ile ¢oziilerek stok
¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler -20°C’de saklanmistir. Daha sonra
stok ¢ozeltilerden 5 pmol/ul olacak sekilde su ile seyreltme islemi yapilarak bu ¢alismada
model olmasit acgisindan yalmizca ON-9 kodlu oligoniikleotit Ornek ¢ozeltileri

hazirlanmistir.

MALDI matrikslerinin hazirlanma yontemi; ¢dziicli olarak hacimce esit oranda (1:1)
asetonitril:deiyonize su kullanilarak hazirlanan 50 mg/ml derisimde 3-hidroksipikolinik
asit (3-HPA) matriksi ile ¢oziicii olarak deiyonize su kullanilarak hazirlanan 50 mg/ml
derisimdeki diamonyum sitrat, hacimce 8:1 oraninda olacak sekilde karistirilarak
vortekslenmistir. Coziicli olarak hacimce esit oranda (1:1) asetonitril:deiyonize su
kullanilarak hazirlanan 10 mg/ml derisimde 2,4,6-trihidroksiasetofenon (THAP) matriksi
ile ¢oziicii olarak deiyonize su kullanilarak hazirlanan 50 mg/ml derisimdeki diamonyum
sitrat, hacimce 8:1 oraninda olacak sekilde karistirilarak vortekslenmistir. Coziicii olarak
asetonitril kullanilarak hazirlanan 10 mg/ml derisimde 6-aza-2-tiyotimin (ATT) matriksi
ile ¢oziicli olarak deiyonize su kullanilarak hazirlanan 20mM derisimdeki diamonyum
sitrat, hacimce 1:1 oraninda olacak sekilde karistirilarak vortekslenmistir. (Oligontikleotit
analizlerinde en iyi sonu¢ veren MALDI matrikslerinin 3-HPA, THAP ve ATT oldugu

belirlenmistir ve bu bdliimde sadece bu matrikslerin hazirlanma yontemi verilmistir.)

Daha sonra analit:matriks orani hacimce 1:1 karisim, 1:5 karigim, 1:10 karisim ve 1:1 on-
spot olacak sekilde hazirlanan ornekler MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX
MALDI TissuetyperTM, Almanya) kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek
lineer pozitif modunda, ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir. (On-spot
yontemi; ilk olarak oligoniikleotit ¢ozeltisinden her bir spota 1 pL hacimde uygulanmis
ve acik havada kurutulmustur. Daha sonra MALDI 6rnek plakasindaki oligoniikleotit
spotlanan her bir spotun {izerine 1 pL hacimde matriks molekiilii spotlanmis ve agik

havada kurumaya birakilmistir.)

ON-9 kodlu oligoniikleotit i¢in lineer pozitif modda yapilan analizler sonucunda elde
edilen Sekil 4.10’daki spektrumlar incelendiginde (yildiz ile isaretli pikler ON-9’un [ON-
9+H]* protone olmus molekiiler iyon pikine aittir, ayrica oligoniikleotitin [ON-9+2H]?*
ve [20N-9+H]" iyon pikilerine ait sinyaller de goriilmektedir); analit:matriks oraninin

1:10 (karisim) oldugu analizlerde matriksin analit iyonlarini baskiladigi goriilmiis, 1:5
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(karigim) oranmin kabul edilebilir diizeyde oldugu, 1:1 karisimda ise ayriciligin iyi
olmasina ragmen sinyal siddetlerinin daha diisiik oldugu ancak, yiiksek ayiricilikta ve
siddette gdzlenen en iyi spektrumlarin 1:1 oraninda on-spot yontemiyle hazirlanan

analizler sonucunda elde edildigi goriilmiistiir.

Matriks etkisinin incelenmesi i¢in yapilan analizler neticesinde niikleik asitlerin
analizlerinde en uygun matrikslerin sirasiyla 3-HPA, THAP, ATT seklinde oldugu
belirlenmistir. Oligoniikleotitlerin analizlerinde en ¢ok kullanilan MALDI matriksleri, 3-
hidroksipikolinik asit, 2,4,6-tri-hidroksiasetofenon ve 6-aza-2-tiotimin oldugu bilgisi
literatiirde yer almakta [98], [156] olup deneysel sonuglar ile literatiir sonug¢lar1 uyumlu
bulunmustur. Ote yandan DHB, CHCA, DHAP, DIT ve PNA matriksleri ile yapilan
analizlerde oligoniikleotitler i¢cin uygun spektrumlar elde edilememistir. Bu bdlimde
yalnizca analit:matriks orani 1:1 olan on-spot yontemiyle hazirlanmis 6rneklere ait
spektrumlar verilmistir. 1:1, 1:5 ve 1:10 karisimlar seklinde hazirlanan analizlere ait kiitle

spektrumlart EK 1.1°de yer almaktadir.

Literatiirde niikleik asitlerin MALDI-TOF analizlerinde, matriks olarak 3-HPA’nin
pozitif iyon modunda DNA analizi i¢in iyi bir matriks oldugunu bildiren bir¢ok calisma
yer almaktadir [155]-[157]. Ancak bu matriks kullaniminda sodyum ve potasyum katilim
piklerinin gézlenmesi daha olasidir. Bununla birlikte martiks hazirlama isleminde ortama

amonyum iyonlariin eklenmesiyle sodyum ve potasyum katilmalarinin 6nemli 6l¢iide

azaldig1 da belirtilmistir [157],[158].

Deneysel calismalar neticesinde, niikleik asitlerle en 1iyi c¢alisan matriksin 1:1
(analit:matriks) oraninda on-spot olarak hazirlanan 3-HPA oldugu sonucuna ulasilmis
olup bu sonucun literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Oligoniikleotitler her ne kadar
3-HPA matriksinde en iyi gozlenmis olsa bile niikleik asit:boya etkilesimlerinin
incelendigi kompleks analizleri i¢cin matriks se¢imi halen 6nemlidir. Boliim 4.1.1, 4.1.2
ve 4.1.3’te FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyarlarla yapilan MALDI karakterizasyon
calismalarinda ise en iyi spektrumlar DHB matriksi ile elde edilmistir. Niikleik asitler ve
boyalarin en iyi gozlendigi MALDI matriksleri kullanilarak etkilesim analizleri igin
optimum matriksin belirlenmesi amaciyla yapilan calismalara etkilesimlerin incelendigi

Boliim 4.1.8”de yer verilmistir.
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Sekil 4. 10. ON-9 kodlu oligoniikleotit ile A)3-HPA, B)THAP, C)ATT, D)CHCA,
E)DHAP, F)DHB, G)DIT ve H)PNA matrikslerinin hacimce 1:1 oranindaki on-spot
yontemiyle hazirlanan lineer mod MALDI kiitle spektrumlar: (yildiz ile isaretli pikler

ON-9’un protone olmus molekiiler iyon pikine aittir).
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4.1.5. Oligoniikleotidlerin MALDI-TOF MS ile Karakterizasyonu

Tez calismast kapsaminda kullanilan Cizelge 3.1°de dizilimleri ile molekiil kiitleleri
belirtilen ve kisaca ON kodlartyla isimlendirilen oligoniikleotitler, MALDI-TOF/TOF-
MS (Bruker RapifleX MALDI Tissuetyper™, Almanya) kiitle spektrometresi ile

karakterize edilmistir.

Daha once hazirlanmis olan 100 uM (100 pmol/ul) derisimdeki stok oligoniikleotit
cozeltilerinden 5 pmol/ul olacak sekilde su ile seyreltme islemi yapilarak 6rnek ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Matriks olarak 3-HPA ve 1:1 oraninda on-spot yontemi uygulanmaistir.
Ornekler MALDI-kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek lineer ve reflektron
pozitif/negatif iyon modlarinda, ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir.
Pozitif iyon modunda ve lineer modda alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu icin bu
sonuglara yer verilmistir. Oligoniikleotitler icin lineer pozitif modda yapilan analizler

sonucunda elde edilen Sekil 4.11°deki spektrumlar incelendiginde;

A’da ON-1 kodlu oligoniikleotitin; [M+H]" protone olmus iyon, [M+2H]?" ¢ift yiiklii
iyon ve [2M+H]" dimer iyona ait sinyaller,

B’de ON-2 kodlu oligoniikleotitin; [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarina ait sinyaller,
C’de ON-3 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarma ait sinyaller,
D’de ON-4 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarina ait sinyaller,
E’de ON-5 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarma ait sinyaller,
F’de ON-6 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarmna ait sinyaller,
G’de ON-7 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarina ait sinyaller,
H’de ON-8 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarina ait sinyaller,
I’da ON-9 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarmna ait sinyaller,
J’de ON-10 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarina ait sinyaller,
K’da ON-11 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarina ait sinyaller,
L’de ON-12 kodlu oligoniikleotitin[]M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarina ait sinyaller,
M’de ON-13 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]* iyonlarina ait sinyaller,
N’de ON-14 kodlu oligoniikleotitin [M+H]*, [M+2H]?*, [2M+H]" iyonlarma ait sinyaller
gorilmistiir. Spektrumlarda yildiz ile isaretli pikler oligoniikleotitlerin protone olmus
molekiiler iyon pikine aittir. Oligoniikleotitlerin; M monoizotopik kiitlesi, [M+H]"
protone olmus iyonlarma, [M+2H]?" cift yiiklii iyonlarma ve [2M+H]* dimer iyonlarina

ait m/z degerleri Cizelge 4.4’te topluca verilmistir.
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Literatirde ntkleik asitlerin MALDI-TOF analizlerinde, matriks olarak 3-HPA’nin
pozitif iyon modunda iyi bir matriks oldugunu bildiren ¢aligmalar bulunmasiyla birlilkte
bu matriks kullaniminda sodyum ve potasyum katilim piklerinin gozlenmesi siklikla
gozlenmektedir. 3-HPA matriksinin kullanilarak yapilan analizlere ait spektrumlarda gaz
fazinda sodyum ve potasyum katilmalartyla olusmus iyonlarda pik geniglemesinin oldugu
goriilmiistiir. Bu katilmalarla birlikte iyonlarin birbirinden ayrilmasi giiclesmekte ve

ayiricilig diisiirerek elde edilen sinyal siddetlerinin azalmasina sebebiyet vermektedir.

Cizelge 4. 4. Oligoniikleotitlerin monoizotopik kiitleleri ile protone olmus, ¢ift yiiklii ve
dimer iyonlarina ait m/z degerleri.

Oligoniikleotit Monoizotopik kiitle, | protone  olmus | Cift yiiklii iyona | Dimere ait m/z
kodu M iyona ait m/z | ait m/z degeri, | degeri,
degeri, [M+H]* [M+2H]* [2M+H]*

ON-1 3090,56 3091,57 1546,29 6182,13
ON-2 2961,53 2962,54 1481,77 5924,07
ON-3 3051,55 3052,56 1526,78 6104,11
ON-4 3002,53 3003,54 1502,27 6006,07
ON-5 3034,56 3035,57 1518,29 6070,13
ON-6 3016,54 3017,55 1509,28 6034,09
ON-7 1791,34 1792,35 896,68 3583,69
ON-8 1791,34 1792,35 896,68 3583,69
ON-9 1871,36 1872,37 936,69 3743,73
ON-10 1711,33 1712,34 856,67 3423,67
ON-11 1766,34 1767,35 884,18 3533,69
ON-12 1815,35 1816,36 908,68 3631,71
ON-13 3546,61 3547,62 1774,31 7094,23
ON-14 3742,68 3743,69 1872,35 7486,37

Oligoniikleotitler ve ¢ift iplik DNA’larin karakterizasyonlarinin MALDI kiitle
spektrometresi ile yapilan analizleri sonucunda elde edilen spektrumlarda katyon
katilmalarma ait sinyallerin de bulundugu, bu durumun ayiricilik ve sinyal siddetini
azalttig1, ayrica pik geniglemelerine sebep oldugu goriilmiistiir. Kiitle spektrometrik
analizlerde katyon katilma mekanizmasinin ortamdaki niikleik asit yapisi ile katyonlarin
gaz fazindaki ¢arpigsmalar1 sonucunda katyonun elektronca zengin olan bolgeye tutunarak

yapiya katilim yaptig1 diistiniilmektedir. Ortamda katyon katilmasina sebebiyet verecek
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ajanlarin bulunmamasi durumda ise bu katilmalar kullanilan deney malzemeleri, yapinin

safsizlig1 vb. yoluyla da kaynaklanabilmektedir [159].

Kiitle spektrometrik sistemlerde ortama amonyum eklenmesiyle katyon katilmalarinin
Ontine gecildigi bilinmektedir. Niikleik asit-boya etkilesimlerinin incelendigi deneysel
caligmalarda gerek bu sebeple gerekse niikleik asit-boya etkilesimlerinin fizyolojik
kosullarda arastirilmasi amaciyla inkiibasyon ortami olarak pH=7.0’da amonyum asetat
tamponu secilmigtir. Katyonik molekiiller icin DNA omurgasi boyunca anyonik
fosfodiester gruplarina elektrostatik ¢ekim miimkiindiir [27]. Amonyum iyonu, niikleik
asit yapisindaki fosfat gruplariyla baglanmis olan alkali metal katyonlarinin yerine
gecerek bu katyonlar1 yapidan uzaklastirir, gaz fazinda ise bu amonyum iyonlari amonyak
olarak ucarak yapidan ayrilmakta, boylelikle katyon katilmalart minimize edilmektedir.
Ayrica, incelenen spektrumlardaki piklerde, pik taban genisliginin 10-20 m/z araliinda
oldugu tespit edilmistir. MALDI-MS’te lineer modda yapilan analizlerde yaklasik 10-20
m/z arasinda kiitle kaymalarimin meydana gelmesi miimkiin olmaktadir. Deneysel
calismalar sonucunda elde edilen kiitleler ile spektrumlarda hem kiitle kaymalart hem de

alkali metal katilmalar1 gézlenmistir.
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Sekil 4. 11. A)ON-1, B)ON-2, C)ON-3 D)ON-4, E)ON-5 ve F)ON-6 kodlu
oligoniikleotitlerin hacimce 1:1 (analit:matriks) oranindaki on-spot yOntemiyle
hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (yildiz ile

isaretli pikler oligoniikleotitlerin protone olmus molekiiler iyon pikine aittir).
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4. 11. G)ON-7, H)ON-8, )ON-9, J)ON-10, K)ON-11 ve L)ON-12 kodlu

oligoniikleotitlerin hacimce

(analit:matriks) oranindaki

on-spot yOntemiyle

hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlart (yildiz ile

isaretli pikler oligoniikleotitlerin protone olmus molekiiler iyon pikine aittir) (devam

ediyor).

107



xm; [M+H]* + ON-13_3HPA_LP1
M
5
4
3
[M+2H]?*
51
1]
B M [2M+-H]*
j: M.
& ads [M+H]* * ON-14_3HPA LP2
9 1.2 A
08 -
[M+2H]2*
06 -
04 4
02 1
u [2M+-H]*
0.0 a

“t000 2000 3000 4000 5000 6000 T w0 8000 9000

Sekil 4. 11. M)ON-13 ve N)ON-14 kodlu oligoniikleotitlerin hacimce 1:1 (analit:matriks)
oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI
kiitle spektrumlar1 (yildiz ile isaretli pikler oligoniikleotitlerin protone olmus molekiiler

iyon pikine aittir) (devam ediyor).

4.1.6. Tavlanma siirecinin (annealing process) cift iplik DNA olusumu iizerinde
etkisinin MALDI-TOF-MS ile analizleri

Cift iplik DNA olusumunda tavlanma yonteminin etkisinin arastirilmasi amaciyla
birbirlerinin tamamlayicisi olan Cizelge 3.1°de dizilimleri ve molekiil kiitleleri belirtilen
100 pmol/ul stok c¢ozeltilerinden deiyonize su ile seyreltilerek 5 pmol/ul derisimde
hazirlanan ON-9 ve ON-10 oligoniikleotit ¢iftleri esit hacimde karistirilarak c¢ift iplik
DNA olusturulmasi amaciyla tavlanma islemi (annealing process) uygulanmistir. Bu
calismada model olmasi agisindan yalnizca DS-5 ¢ift iplik DNA ile caligilmistir.
Tavlanma islemi i¢in; esit hacimde karistirilan eslenik oligoniikleotitler 95°C’deki
termomikser cihazinda 5 dakika tutulmustur. 5 dakika sonunda alinan karisim oda
sicakliginda kendi halinde 1 saatlik siire icerisinde kademeli sogumaya birakilmistir. 1
saatlik bekleme siiresi sonrasinda tavlanmis olan DS-5 kodlu ¢ift iplik DNA ve tavlanma
islemi uygulanmadan esit hacimde karistirilarak hazirlanan DS-5 kodlu ¢ift iplik DNA
ornekleri 3-HPA (1:1 oraninda on-spot) maldi maktriksi kullanilarak MALDI-TOF/TOF-
MS (Bruker RapifleX MALDI Tissuetyper™, Almanya) kiitle spektrometresi ile lazer

enerjisi degistirilerek lineer ve reflektron pozitif/negatif iyon modlarinda, ortalama 6000
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lazer vurusu toplanarak karakterize edilmistir. Pozitif iyon lineer modda alinan kiitle

spektrumlar1 daha iyi oldugu i¢in bu sonuclara yer verilmistir.

Spektrumlarda oligoniikleotitlere ve ¢ift iplik DNA’ya ait sinyaller, iyonlasma sekline
bakilmaksizin spektrumlarda verilen sembol tablolarinda belirtilen simgelerle ifade
edilmistir. Sekil 4.12.A’da ON-9 kodlu oligoniikleotit, B’de ON-10 kodlu oligoniikleotit,
C’de tavlanmamis DS-5 kodlu ¢ift iplik DNA ve D’de tavlanmis DS-5 kodlu ¢ift iplik
DNA’ya ait tam kiitle spektrumlarina yer verilmistir. A’da ON-9’un protone olmus
molekiiler iyon piki ve B’de ON-10’un protone olmus molekiiler iyon pikine ait sinyal

siddetleri incelendiginde her ikisinin de yaklasik 5x10* civarinda oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.13’te ise A’da ON-9 kodlu oligoniikleotit, B’de ON-10 kodlu oligoniikleotit, C’de
tavlanmamis DS-5 kodlu cift iplik DNA ve D’de tavlanmis DS-5 kodlu ¢ift iplik DNA’ya
ait 3300-41200 m/z araliginda genisletilmis kiitle spektrumlarina yer verilmistir. C’de
tavlanmamis DS-5 yapisina ait spektrumda DS-5’e ait pik sinyal siddetinin 7,362x103
oldugu ve D’de tavlanmig DS-5 yapisina ait spektrumda DS-5’¢ ait pik sinyal siddetinin
ise 1,550x10* oldugu goriilmiistiir. Tavlanmamis ve tavlanmis DS-5’e ait sinyal
oranlarinin yaklasik 2 oldugu hesaplanmis olup tavlanma yontemi ile olusan ¢ift iplik
DNA veriminin daha fazla oldugu yorumu yapilmistir. C’de serbest haldeki ON-9 ve ON-
10 kodlu oligoniikleotitlerin intensitelerinin tavlanmamis DS-5’e oran1 sirasiyla 6,4 ve 5
olarak hesaplanmis D’de ise serbest haldeki ON-9 ve ON-10 kodlu oligoniikleotitlerin
intensitelerinin tavlanmig DS-5’e oram sirasiyla 16,6 ve 6,5 olarak hesaplanmigtir. Bu
veriler degerlendirildiginde her iki yontemle de ortamda ¢ift zincir olusumuna katilmamais
serbest oligoniikleotitlerin bulundugu goriilmiistiir. Ancak tavlanma yontemi ile olusan
¢ift zincir DNA veriminin tavlanmamig DNA’ya gore verimi daha yiiksektir. Buna sebep
olarak 1sitma ve ardindan kademeli olarak sogumaya birakma isleminin hibritlesmeyi

kolaylastirdig1 gosterilebilir.
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Sekil 4. 12. A)ON-9 kodlu oligoniikleotit, B)ON-10 kodlu oligoniikleotit,
C)Tavlanmamis DS-5 kodlu cift iplik DNA ve D)Tavlanmis DS-5 kodlu cift iplik
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DNA'’ya ait hacimce 1:1 (analit:matriks) oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-

HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari.
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Sekil 4. 13. A)ON-9 kodlu oligoniikleotit, B)ON-10 kodlu oligoniikleotit,
C)Tavlanmamis DS-5 kodlu cift iplik DNA ve D)Tavlanmis DS-5 kodlu cift iplik

DNA’ya ait hacimce 1:1 (analit:matriks) oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-
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HPA matriks ile 3300-4200 m/z araliginda genisletilmis lineer moddaki MALDI kiitle

spektrumlari.

Tavlanma siirecinde 1s1 ile tiim hidrojen baglar1 kirilir ve her bir olgioniikleotitin i¢indeki
herhangi bir ikincil yap1r bozulur. Daha sonra yavas ve kademeli sogutma iglemi ile
birbirlerine eslenik olan diziler arasinda yeni hidrojen baglar1 olustukca hibritlesme
kolaylasir. Literatiirde tek iplik oligoniikleotitlerden cift iplik DNA olusumu igin
tavlanma siirecinin kullanildig1 birgok calisma yer almaktadir [29],[160],[161]. Tez
calismasi kapsaminda da yapilan analizler sonucunda literatiirle uyumlu olarak tavlanmis
DNA yapisinin daha verimli olustugu sonucuna varilmistir. Bundan sonraki deneylerde

cift iplik DNA olusturmak i¢in tavlanma siireci uygulanmistir.

Isi
G ——p» TACGTCGATAGAGAGARATCGACGTA

G Sogutma

Sekil 4. 14. Tavlanma reaksiyonuna bir 6rnek [162]
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4.1.7. Cift iplik DNA’larin MALDI-TOF MS ile Karakterizasyonu

Cizelge 3.1’de dizilimleri ve molekiil kiitleleri belirtilen ve 5 pmol/ul derisimde
hazirlanan birbirinin tamamlayicisi olan oligoniikleotit ¢iftleri esit hacimde karistirilarak
cift iplik DNA olusturulmasi amaciyla tavlanma islemi uygulanmistir. Tavlanma siireci
sonunda olusan ¢ift iplik DNA yapilar1 3-HPA (1:1 oraninda on-spot) maldi maktriksi
kullanilarak MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI Tissuetyper ™, Almanya)
kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek lineer ve reflektron pozitif/negatif
iyon modlarinda, ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak karakterize edilmistir. Pozitif
iyon lineer modda alinan kiitle spektrumlari daha iyi oldugu i¢in bu sonuglara yer
verilmistir. Spektrumlarda oligoniikleotitlere ve c¢ift iplik DNA’ya ait sinyaller,
iyonlagsma sekline bakilmaksizin spektrumlarda verilen sembol tablolarinda belirtilen
simgelerle ifade edilmistir. Lineer pozitif modda yapilan analizler sonucunda elde edilen

Sekil 4.15’teki spektrumlar incelendiginde;

A’da DS-1 kodlu ¢ift iplik DNA’nin; [M+H]* protone olmus iyon ve [M+2H]?* ¢ift yiiklii
iyonuna ait sinyaller,

B’de DS-2 kodlu DNA’nin [M+H]" ve [M+2H]?" iyonlarina ait sinyaller,

C’de DS-3 DNA’nin [M+H]* ve [M+2H]?" iyonlarina ait sinyaller,

D’de DS-4 DNA’nin [M+H]" ve [M+2H]?" iyonlarina ait sinyaller,

E’de DS-5 DNA’nm [M+H]* ve [M+2H]?" iyonlarina ait sinyaller,

F’de DS-6 DNA’nin [M+H]" iyonuna ait sinyaller,

G’de DS-7 DNA’nin [M+H]* ve [M+2H]?" iyonlarina ait sinyaller tespit edilmistir.
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Sekil 4. 15. A)DS-1, B)DS-2 ve C)DS-3 kodlu ¢ift iplik DNA’larin hacimce 1:1
(analit:matriks) oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer
moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (y1ldiz ile isaretli pikler ¢ift iplik DNA’larin protone

olmus molekiiler iyon pikine aittir).

113



bl

DS-4 3HPA LP1

D

ON7

Ds4

DS-5_3HPA _LP1

20
* ' E
1.5 4 ‘
*k I
| [ |
w0 | o, ‘_,W,‘ i
i ON9
oNTO | &
0.5 [ ]2 Dss
. i G
i
Pl * DS-6_3HPA_LP1
é 20 F
£
) | s
(\
1.0 “
j \ \\/J \4 ONT1
e ] ON1Z | 5

0.5

DS6

106
"ol * DS-7_3HPA_LP2
* K G
1.5 1
1.0 H
2+ ON13
o T it h o
05 7 | M DS7
0.0 — T T T 1 T T T T 1 T T T T 1 _ T T T T _ [ T T T T [ _‘* T T T_T1 T T T T T . T+ 1 [ T T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

m/z.

Sekil 4.15. D)DS-4, E)DS-5, F)DS-6 ve G)DS-7kodlu ¢ift iplik DNA’larin hacimce 1:1

(analit:matriks) oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer

moddaki MALDI kiitle spektrumlari (y1ldiz ile isaretli pikler ¢ift iplik DNA’larin protone

olmus molekiiler iyon pikine aittir) (devam ediyor).

Cift iplik DNA’larin; M monoizotopik kiitlesi, [M+H]" protone olmus iyonlarina ve

[M+2H]?" cift yiiklii iyonlaria ait m/z degerleri Cizelge 4.5’te topluca verilmistir.
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Cizelge 4. 5. Cift iplik DNA’larin monoizotopik kiitleleri ile protone olmus ve ¢ift yiikli

iyonlarina ait m/z degerleri.

Cift iplik DNA kodu MonOIZOt,\(;Iplk Kitle Protone olmus iyona ait | Cift yiiklii iyona ait
m/z degeri, [M+H]* m/z degeri, [M+2H]?*
DS-1 (ON-1+ON-2) 6052,09 6053,10 3027,05
DS-2 (ON-3+ON-4) 6054,08 6055,09 3028,05
DS-3 (ON-5+ON-6) 6051,10 6052,11 3026,56
DS-4 (ON-7+0ON-8) 3582,69 3583,70 1792,35
DS-5 (ON-9+ON-10) 3582,69 3583,70 1792,35
DS-6 (ON-11+ON-12) 3581,69 3582,70 1791,85
DS-7 (ON-13+ON-14) 7289,29 7290,30 3645,65

DNA yapisinin baglanma ozellikleri, ¢ift sarmali olusturan GC baz ¢iftlerinin yiizde
oranina bagli olarak degismektedir. Yiizde olarak yiiksek oranda guanin-sitozin baz ¢ifti
iceren ¢ift sarmal DNA’daki iplikler birbirlerine G-C baz c¢iftleri arasindaki olusan 3
hidrojen bagindan dolay1 daha kuvvetli sekilde bagl olup oransal olarak daha yiiksek
adenin-timin baz ¢ifti iceren kisa ¢ift sarmal DNA’daki iplikler ise A-T baz giftleri
arasinda olusan 2 hidrojen bagindan dolay1 birbirleriyle daha zayif etkilesirler [46]. DS-
1 %50, DS-2 %70, DS-3 %40, DS-4 %67, DS-5 %67, DS-6 %50, DS-7 %67 oraninda G-
C igerigine sahiptir. Spektrumlardan elde edilen ¢ift iplik DNA’larin protone olmus
iyonlarina ait sinyal siddetleri ve DNA’larin %G-C igerigi Cizelge 4.6.’da topluca

verilmistir.

Cizelge 4. 6. Cift iplik DNA’larin %G-C igerigi ve sinyal siddetleri.

Cift iplik DNA kodu Guanin-Sitozin icerigi, % Pro;‘i’;;a‘l’l;;jeiﬁy((’f;‘ ait
DS-1 (ON-1+ON-2) -10 baz ¢ift 50 BX10°
DS-2 (ON-3+ON-4) -10 baz cifti 70 X105
DS-3 (ON-5+ON-6) -10 baz gifti 20 1x10°
DS-4 (ON-7+ON-8) -6 baz cifi 67 7X10°
DS-5 (ON-9+ON-10) -6 baz gifti 67 2X10°
DS-6 (ON-11+ON-12) 6 baz cifti 50 2x10°
DS-7 (ON-13+ON-14) -12 baz cift 67 BX10°
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% G-C igerigi en fazla olan DS-2 kodlu DNA i¢in molekiil i¢i etkilesimlerin
kuvvetlenmesinin etkisiyle daha kararli yap1 olusmasi beklenirken sinyal siddeti en
yiiksek DS-4 kodlu DNA igin elde edilmistir ancak DS-4’{i olusturan oligoniikleotitlerin
molekiil kiitlelerinin ayn1 olmasi sebebiyle buradaki sinyalin hem DNA’ya ait iyondan
hem de oligoniikleotitlerin dimerlerine ait iyon sinyallerinin bileskesi oldugu
diistiniilmiistir. DS-7’de %67 oraninda G-C igerigi olmasma ragmen spektruma
bakildiginda ¢ift iplik DNA’ya ait sinyal ile DS-7’yi olusturan oligoniikleotitlerin
dimerlerine ait sinyal siddetlerinin neredeyse ayni oldugu goriilmiis ve dimerler
iyonlariin ¢ift iplik DNA iyonlarini baskiladigi yorumu yapilmistir. Benzer durumla DS-
1, DS-2, DS-3, DS-5 ve DS-6 kodlu DNA spektrumlarinda da karsilagilmistir. Deneysel
caligmalarda, G-C igeriginden bagimsiz olarak yaklagik ayni sinyal siddetlerinin elde
edildigi tespit edilmis olup G-C igerigi kiyaslamasi yapilarak DNA Kuvveti ve

kararliligryla ilgili kesin bir yorum yapilamamustir.

Burada deneysel sonucglara bakarak yalnizca G-C igerigi kiyaslamasi yaparak DNA
kararliligt hakkinda yorum yapmanin zor olmasindan ziyade MALDI’de gaz fazi
kararsizligr ve lazer 1sinmin Ornegin kararsizligini artirmast sebepleriyle de yiiksek

siddette sinyaller elde edilememis olabilecegi de diisiiniilmiistiir.

4.1.8. ON9 ve ON10 kodlu oligoniikleotitlerin tavlanmasindan olusan DSS kodlu ¢ift
iplik DNA ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin MALDI-TOF-
MS ile analizlerinde matriks etkisinin incelenmesi

Oligoniikleotitlerin karakterizasyonu amaciyla yapilan analizlerde en 1yi ¢alisan MALDI
matriksinin 3-HPA oldugu belirlenmistir. FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyarlarla yapilan
MALDI karakterizasyon ¢aligmalarinda ise en uygun spektrumlar DHB matriksi ile elde
edilmistir. Burada oligoniikleotit ve boyalarin en iyi analiz edilebildigi kosullarda
hazirlanarak etkilesim analizleri i¢in optimum matriksin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagla, ON-9 ve ON-10 kodlu oligoniikleotitlerin tavlanmasindan olusan 5 pmol/ul DS-
5 kodlu ¢ift iplik DNA ile 5 pmol/ul derisimde boya ¢ozeltileri hacimce esit oranda (1:1)
karistirilarak  37°C’de 1 saatlik inkiibasyona birakilmigtir. 3-HPA matriksi ile
analit:matriks oran1 hacimce 1:1 (on spot) olacak sekilde hazirlanan 6rnekler MALDI-
TOF/TOF-MS  (Bruker RapifleX MALDI TissuetyperTM, Almanya) kiitle
spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek lineer ve reflektron pozitif/negatif iyon
modlarinda ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir. Lineer pozitif modda

alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu i¢in bu sonuglara yer verilmistir.
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DS-5 ile FP-3 kodlu boya etkilesimi i¢in lineer pozitif modda her iki matriks kullanilarak
yapilan analizler sonucunda etkilesime ait sinyaller goriilememistir. Spektrumlarda
yalnizca ON-9, ON-10, DS-5’e ait sinyaller bulunmakta olup spektruma burada yer

verilmemistir.

Diger taraftan DS-5 ile PT-5 kodlu boya etkilesimine ait spektrumlarda PT-5 kodlu
boyadan 2 sakkarinat anyonu ayrilmasiyla olusan yapi olan [C21NsHi7Pd]?* yapisi
(Monoizotopik kiitlesi: 445,051 Da) PT-5 olarak anilmaktadir. Analizler sonucunda elde
edilen Sekil 4.16°daki spektrumlar incelendiginde; iyonlasma sekillerinden bagimsiz

olarak oligoniikleotit-boya ve ¢ift iplik DNA-boya etkilesimleri degerlendirilmistir.

Sekil 4.16. A ve B incelendiginde; A’da 3-HPA matriksi kullanilarak yapilan analizlerde
ON-9, ON-10 ve DS-5’¢ ait sinyaller ile birlikte 1:1 stokiyometride ON-10 ile PT-5
etkilesimine ait sinyal oldugu, B’de DHB matriksi kullanilarak yapilan analizlerde ON-
9, ON-10’a ait sinyaller ile birlikte 1:1 stokiyometride ON-9-PT-5 etkilesimi ve 1:1
stokiyometride ON-10-PT-5 etkilesime ait sinyaller oldugu belirlenmistir.

x106 [
12 DS5 PT5_1_1_3HPA_ONSPOT_LP2
1.0 A

08

ON9

0.6 ON10

DSS

" TS y
02 * [* +A+Pd] (445.052)
| -

3
i,
L a0
= x
g DS5_PT5_1_1_DHB_ONSPOT_LP1
E 3
2 24
1 [*+A] ONg
] (
[(0+A]  [o+A+Pd] onto |
Y VA I
A ) W N DS5
1 | T W At b i o e byt Mt
T ) "0 200 T ao w0 PTS A
* (445.052)
.H‘.““‘L‘*‘*‘H‘.H‘.“H_.H‘.“WH.W‘.“_‘
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

m/z

Sekil 4. 16. A) DS-5-PT-5 etkilesiminin 1:1 onspot 3-HPA matriksi ile analizine ait lineer
mod MALDI kiitle spektrumu ve B) DS-5-PT-5 etkilesiminin 1:1 onspot DHB matriksi

ile analizine ait lineer mod MALDI kiitle spektrumu.

117



Bir bagka boya olan PT-6 kodlu boya ile DS-5 etkilesimleri igin lineer pozitif modda
analizler yapilmistir. Buradaki spektrumlarda PT-6 kodlu boyadan 2 sakkarinat anyonu
ayrilmasiyla olusan yap1 olan [C21NsH17Pt]?* yapis1 (Monoizotopik kiitlesi: 534,113 Da)
PT-6 olarak anilmaktadir. Analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.17°deki spektrumlar
incelendiginde; iyonlasma sekillerinden bagimsiz olarak oligoniikleotit-boya ve ¢ift iplik

DNA-boya etkilesimleri degerlendirilmistir.

Sekil 4.17. A ve B incelendiginde; A’da 3-HPA matriksi kullanilarak yapilan analizlerde
ON-9, ON-10 ve DS-5’¢ ait sinyaller ile birlikte 1:1, 1:2 ve 2:1 stokiyometride ON-9 ile
PT-6 etkilesimine ait sinyal oldugu, 1:1 stokiyometride ON-10 ile PT-6 etkilesimine ait
sinyal oldugu, B’de DHB matriksi kullanilarak yapilan analizlerde ON-9, ON-10’a ait
sinyaller ile birlikte 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-9-PT-6 etkilesimine ait sinyaller

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 17. A) DS5-PT-6 etkilesiminin 1:1 onspot 3-HPA matriksi ile analizine ait lineer
mod MALDI kiitle spektrumu ve B) DS5-PT-6 etkilesiminin 1:1 onspot DHB matriksi

ile analizine ait lineer mod MALDI kiitle spektrumu.

Deneysel sonuglar degerlendirildiginde; niikleik asit-boya etkilesimleri sonucu olusan
iyonlara ait sinyallerin 3-HPA matriksi ile gdzlenmesinin daha uygun oldugu ve DHB
matriksi ile elde edilen sinyallere gore daha iyi aymricilik ve sinyal siddetine sahip
olduklar1 tespit edilmistir. DHB matriksi kullanilan analizlerde analit iyonlarinda

katilmalarin ve karmasik sinyallerin daha az olmasi sebebiyle sinyal siddeti uygun
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spektrumlar elde edilmis olsa da kiitle ayiriciligi 3-HPA’ya kiyasla daha az bulunmustur.
DHA matriksinin de baz1 kisitlamalar ile birlikte bu ¢alismalarda kullaniminin miimkiin

oldugu goriilmiistiir.

Bundan sonraki yapilacak MALDI kiitle spektrometrik deneysel ¢aligmalarin tiimiinde 3-

HPA matriksi kullanilarak analit:matriks oran1 1:1 (hacimce) olan on-spot yontemiyle
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4.2, Etkilesim
4.2.1. Kiitle Spektrometrik Analizler

Tez ¢alismasinin bu kisminda baglanma stokiyometrilerini karakterize etmek, segici ve
secici olmayan baglanmalar1 ayirt etmek ve perilen diimit tiirevi ve Pt(I[) ve Pd(I)
metalleri igeren benzimidazol tiirevi yapilarin niikleik asitler ile etkilesimlerinin
baglanma modlarin1 belirlemek amaciyla bir tarama araci olarak kiitle spektrometrik

analizlerin faydalarindan yararlanilmistir.

4.2.1.1. Oligoniikleotitler ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin kiitle
spektrometrik analizleri

4.2.1.1.1. ON-15 ve ON-16 kodlu oligoniikleotitler ile FP-3 kodlu boya etkilesimlerinin
MALDI-TOF-MS ile analizleri

Esit derisimde ve hacimce 1:10 oraninda hazirlanan ON-15 ve ON-16 kodlu
oligoniikleotitler ile FP-3 kodlu boyanin etkilesimleri incelenmistir. Bu amagla; 214,635
pmol/ul derisimdeki ON-15 stok ¢ozeltisinden ve 320,360 pmol/ul derisimdeki ON-16
stok ¢ozeltisinden 10 mM amonyum asetat tamponu (10 mM NaCl varliginda pH 7°de)
ile seyreltilerek 5’er pmol/ul oligoniikleotit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha 6nce 1,0
mg/ml (metanol) derisimde hazirlanan stok FP-3 boya ¢6zeltisinden 10 mM amonyum
asetat tamponu (10 mM NaCl varliginda pH 7°de) ile seyreltilerek 5 pmol/ul derisimde
boya ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Hacimce (1:10) oraninda oligoniikleotit:boya karigtirtlarak
15 dakika inkiibasyona birakilmistir. 3-HPA matriksi ile analit:matriks orani hacimce 1:1
(on spot) olacak sekilde hazirlanan 6rnekler MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX
MALDI TissuetyperTM, Almanya) kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek

lineer pozitif modda ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir.

ON-15 ve ON-16 kodlu oligoniikleotitler ile FP-3 kodlu boyanin etkilesimi sonucunda
lineer pozitif modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.18deki
spektrumlarda; oligoniikleotitlere, FP-3’e ve bunlarin etkilesimlerine ait sinyaller,
iyonlagsma sekline bakilmaksizin spektrumlarda verilen sembol tablolarinda belirtilen
simgelerle ifade edilmistir.

-A’da yer alan ON-15-FP-3 etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda; ON-15 kodlu oligoniikleotite 2 sodyum katilmasi ve 1 proton

ayrilmasiyla olusan [ON-15+2Na*-H*]* yapisina ait sinyal ve protone olmus haldeki FP-
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3 iyonuna ait sinyal ile ON-15 ve FP-3’iin etkilesimine ait [ON-15+2Na*-H"+FP-
3+NHs"-H*]" iyonuna ait sinyaller gozlenmistir.

-B’de yer alan ON-16-FP-3 etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda ON-16 kodlu oligoniikleotite 1 proton, 1 klor ve 1 amonyum
katilmasiyla olusan [ON-16+H*+NHs"+CI]" yapisina ait sinyal ve FP-3’e proton
katilmasiyla olusan iyona ait sinyal ile ON-16 ve FP-3’lin etkilesimine ait [ON-
16+2NH4"+CIl+FP-3]" iyona ait sinyaller gozlenmistir.
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Sekil 4. 18. A) ON-15-FP-3 (1:10, v:v) etkilesiminin ve B) ON-16-FP-3 (1:10, v:v) etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon sonrasi hacimce 1:1

(analit:matriks) oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari.
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Perilen diimit tlirevleri, hastaliklarin erken teshisinde ve antikanser ve antibakteriyel
etkilerde biiyiik potansiyel gdstermektedir [20]. In vivo deneyler, perilen diimitlerin
normal hiicreler lizerinde daha az yan etki ile kanser hiicrelerini ve tlimorleri baskilamak
icin iyi bir kapasiteye sahip oldugunu desteklemektedir [21]. Ancak perilen dimit
yapilarinin potansiyel dezavantaji, hiicre goriintiileme uygulamalarini sinirlayan perilen
kromoforlarinin kiimelenmesi ve ¢okmesi (agregasyonu) nedeniyle zayif ¢oziiniirliik ve
cok zayif floresans gostermeleridir [30],[32]. Diizlemsel aromatik yapi n-m istiflenme
etkilesimleri yoluyla kiimelenme egilimine sahiptir. Bununla birlikte, perilen
tetrakarboksilik asit diimit tiirevlerinin yiik icermesi durumunda elektrostatik ytikler
arasindaki itici etkilesimler, kiimelesme egilimini azaltir [163]. Perilen dimitlerin polar
coziiclilerde ¢ozilinilirliigiiniin olmamas1 bu yapilarin biyolojik ve tibbi alanlarda
kullanimini engellemektedir. [21],[22]. Hastaliklarin erken teshisinde daha yaygin olarak
kullanilmasi i¢in doku ve hiicrelerin detayli goriintiileme yetenegini gelistirmek amaciyla
perilen diimitin suda ¢ozlinilirliigiiniin arttirilmasi ve goriintiileme sinyalinin gelistirilmesi
caligmalar1  yiritilmistir [20]. Bir ¢alismada 1-hidroksil-3,4,9,10- tetra(n-
biitoksiloksikarbonil) perilen yapisi tasarlanmis ve perilen ¢ekirdegine bagl karboksilik
ester zincirinin perilen tiirevlerinin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigiini artirdig tespit
edilmis olmasina ragmen perilen dimit tlirevlerinin sudaki ¢oziiniirliigiiniin halen diisiik

oldugu rapor edilmistir [30].

Baglanma seciciliginin degerlendirilmesi yeni nesil anti-kanser ilaglarinin tasariminda
kritik bir konudur. Segiciligi degerlendirmek i¢in dizilimleri birbirinden farkli (degisken
G ve A baz dizilimine sahip) ON-15 kodlu (5 CAATGTATCATGCCTCTTTGCACC
3’) ve ON-16 kodlu (5° GAGTCAAGGCTGAGAGATGCAGGA 3’°) tek iplik
oligoniikleotitler kullanilmistir. Bir perilen dimit tiirevi olan FP-3 kodlu boya ile tez
caligmast kapsaminda yapilan caligmalarda c¢oziiniirliik problemi siklikla karsimiza
cikmistir. Diisiik ¢oziiniirliikkteki bu boya ile oligoniikleotitlerin etkilesimlerinde FP-3
cozeltisinde deneysel calismalarin hemen Oncesinde gozle goriiliir sekilde ¢cokmeler
oldugu goriilmiistiir. Bu sebeplerle analizlerin hemen oOncesinde FP-3 c¢ozeltileri
dikkatlice vortekslenmis ve katidan ¢ozme islemlerinde FP-3 ¢ozeltisi 1sitma islemine
maruz birakilmistir. FP-3 boyasi, sulu ¢ozeltide hem monomer seklinde hem de agregat
seklinde bulunmaktadir. Sekil 4.18.A ve B’deki etkilesim spektrumlar1 incelendiginde
serbest halde bulunan perilen diimit tiirevi olan boyanin monomerlerinin veya

agregatlarmin yiiksek siddette (intensite) sinyal vermekte olduklari goriilmiistiir (~10°
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mertebesinde sinyal siddeti). Etkilesimlere ait sinyallerin ise goreceli olarak daha diisiik
siddette olduklar1 (~4-6 x10* mertebesinde sinyal siddeti) tespiti yapilmistir. iyonlasma
verimi yiilksek olan molekiillerin etkilesim sinyallerini baskilamis olabilecegi

diistiniilmektedir.

ON-15 ve ON-16 kodlu oligoniikleotitler ile FP-3 kodlu boyanin esit derisimde ve
hacimce 1:10 oraninda hazirlanan, kovalent olmayan etkilesimlerinin incelendigi kiitle
spektrometrik analizler sonucunda; FP-3 kodlu boyanin her iki oligoniikleotit ile 1:1
stokiyometride etkilesime girdigi gorilmiistir. Ancak etkilesim siddetleri oldukga
disiiktiir. Dizilimler ve spektrumlar incelendiginde FP-3 boyasinin baglanma
stokiyometrisinde kayda deger baz cifti seciciligi gostermedigi yorumu yapilmistir. Bir
calismada cift iplik DNA ile etkilesen 3 farkli perilen dimit analoglarinin (PIPER, Telll
ve Tell8 kodlu) 4:1, 3:1, 2:1 ve 1:1 baglanma stokiyometrisine sahip kompleksler

olusturduklar1 ve 6nemli bir baz ¢ifti secilimi gostermedikleri rapor edilmistir [29].

Ote yandan kii¢iik molekiillerin katyonik analoglar1 ile DNA’nin fosfat omurgasi
arasindaki elektrostatik etkilesimlerin bir sonucu olarak dizilimden bagimsiz olarak gelisi
giizel sekilde (se¢imsiz olarak) DNA’ya baglanma gerceklesebilir. Bu durumda FP-3
boyasinin proton katilmis halinin oligoniikleotitler ile baz diziliminden bagimsiz,
secimsiz olarak elektrostatik etkilesime girmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yapilan bir
calismada Tel 11 ve Tel 18 kodlu perilen diimit analoglarinin tek iplik DNA ile etkilestigi
tespit edilmis olup bu ligandlarin DNA yapisindan bagimsiz olarak gelisigiizel sekilde
baglandiklari rapor edilmistir [29].

4.2.1.1.2. Oligoniikleotitler ve cift iplik DNA’lar ile boyalarin etkilesimlerinin MALDI-
TOF-MS ile analizleri

Oligoniikleotitler ve ¢ift iplik DNA’lar ile FP-3, PT-5, PT-6 kodlu boyalarin
etkilesimlerinin incelenmesi amaciyla Cizelge 3.1°de dizilimleri ve molekiil kiitleleri
belirtilen oligoniikleotitlerin daha 6nce hazirlanan 100 pmol/ul stok ¢ozeltilerinden 10
mM amonyum asetat tamponu (10 mM NaCl varliginda pH 7°de) ile seyreltilerek 5’er
pmol/ul oligoniikleotit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra birbirinin tamamlayicisi
olan oligoniikleotit ciftleri esit hacimde karistirilarak cift iplik DNA olusturulmasi

amaciyla tavlanma islemi uygulanmigstir.
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Daha 6nce 1,0 mg/ml derisimde hazirlanan stok boya ¢ozeltilerinden 10 mM amonyum
asetat tamponu (10 mM NaCl varliginda pH 7°de) ile seyreltilerek 5 pmol/pl derisimde
FP-3, PT-5 ve PT-6 boya ¢ozeltileri hazirlanmistir. Oligoniikleotit ve ¢ift iplik DNA
cozeltileri ile boya ¢ozeltileri hacimce esit oranda (1:1) karistirilarak 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. 3-HPA matriksi ile analit:matriks oran1 hacimce 1:1 (on spot)
olacak sekilde hazirlanan 6rnekler MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI
TissuetyperTM, Almanya) kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek lineer ve
reflektron pozitif/negatif iyon modlarinda ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz
edilmistir. Lineer pozitif modda alinan kiitle spektrumlari daha iyi oldugu i¢in bu
sonuclara yer verilmistir. Oligontikleotitlere, ¢ift iplik DNA’lara, boyalara ve bunlarin
etkilesimlerine ait sinyaller, iyonlasma sekline bakilmaksizin spektrumlarda verilen

sembol tablolarinda belirtilen simgelerle ifade edilmistir.

Baglanma segiciliginin degerlendirilmesi yeni nesil anti-kanser ilaglarinin tasariminda
kritik bir konudur. Seciciligi degerlendirmek i¢in dizilimleri birbirinden farkli ON-1’den
ON-14’¢ kadar 14 tek iplik oligoniikleotit ile boyalarin etkilesimleri ve ¢ift iplik DNA’lar
ile boyalarin etkilesimleri incelenmistir. ON-1’den ON-14’¢ kadar tiim oligoniikleotitler
ve DS-1’den DS-7’ye kadar tiim ¢ift iplik DNA’lar ile FP-3 kodlu boya etkilesimi i¢in
lineer pozitif modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.19°daki spektrumlar
incelendiginde; FP-3 kodlu boyanin oligoniikleotitiler ve kisa ¢ift iplik DNA’lar ile
etkilesime girmedigi goriilmiistiir. Spektrumlarda yalnizca tek iplik oligoniikleotitler, ¢ift
iplik DNA’lar ve FP-3’e ait sinyaller goriilmektedir. Burada yalnizca DS-1, DS-1-FP-3,
ON-1-FP-3 ve ON-2-FP-3 etkilesimlerine ait spektrumlar verilmistir. Diger
oligoniikleotit-FP3 ve ¢ift iplik DNA-FP-3 etkilesimlerine ait spektrumlar EK 1.2.’de

verilmistir.

Daha once bahsedildigi tizere perilen dimit tiirevi olan FP-3 kodlu diisiik ¢oziintirliikteki
boya ile oligoniikleotitlerin etkilesimlerinde FP-3 ¢o6zeltisinde deneysel c¢alismalarin
hemen Oncesinde gozle goriiliir sekilde ¢okmeler oldugu goriilmiistiir. FP-3 boyasinin

diisiik ¢cozlintirliiginden kaynakli olarak etkilesim gergeklesmedigi diisiiniilmektedir.

Perilen diimit tlirevlerinin uzun iplik niikleik asitler ile etkilesimlere girdigini rapor eden
calismalar nadiren bulunmaktadir [21]. DNA’yt olusturan iplikler, baz ¢ifti
paketlemesinin verimliligini iist diizeye ¢ikarmak i¢in yaklasik her on baz ¢iftinde bir tam

dontisle bir c¢ift sarmal olusturmak iizere birbirinin etrafinda dolanir ve iki ipligin
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birbirinin etrafina sarilmasi ile ¢ift sarmalda iki yarik olusur. Bu ¢alismada kullanilan
oligoniikleotit iplikleri 6-10-12 baz biriminden olusan kisa iplikler olup birbirlerinin
tamamlayicis1 olan bu niikleik asitlerin eslesmesiyle meydana gelen ¢ift iplik DNA’nin
cok kisa olmasindan dolay1 dogal rotasyonunu gergeklestirememekte ve interkalatoér olan
FP-3 molekiiliiniin ¢ift sarmal arasina interkalasyon yapabilmesi i¢in bir alan (major yarik
gibi) olugturamamaktadir.

Analiz sonuglart ve kiitle spektrumlar1 degerlendirildiginde yukarida bahsi gegen
nedenlerle FP-3 molekiiliiniin hem kisa iplikli oligoniikleotitler hem de kisa zincirli

DNA’lar ile etkilesime girmedigi yorumu yapilmistir.
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Sekil 4. 19. A)DS-1, B)DS-1-FP-3 etkilesimi, C)ON-1-FP-3 etkilesimi ve D)ON-2-FP-3
etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks) oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-

HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari.
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Diger taraftan ON-1’den ON-14’e kadar tim oligoniikleotitler ve DS-1’den DS-7’ye
kadar tiim ¢ift iplik DNA’lar ile PT-5 kodlu boya etkilesimi i¢in lineer pozitif modda
analizler yapilmistir. Buradaki spektrumlarda PT-5 kodlu boyadan 2 sakkarinat anyonu
ayrilmasiyla olusan yap1 olan [C21NsH17Pd]?* yapis1 (Monoizotopik kiitlesi: 445,05 Da)
PT-5 olarak anilmaktadir. Analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.20°deki spektrumlar
incelendiginde; iyonlagma sekillerinden bagimsiz olarak oligoniikleotit-boya ve ¢ift iplik
DNA-boya etkilesimleri degerlendirilmistir. Burada yalnizca oligoniikleotit-PT-5 ve ¢ift
iplik DNA-PT-5 etkilesimi goriilen spektrumlara yer verilmistir. Diger oligoniikleotit-
PT-5 ve ¢ift iplik DNA-PT-5 etkilesimlerine ait spektrumlar EK 1.3.’te verilmistir.

Sekil 4.20. A, B, C ve D incelendiginde; A’da ON-5, ON-6 ve DS-3’¢ ait sinyaller oldugu,
B’de 1:1 stokiyometride DS-3 ile PT-5 etkilesiminin +2 yiiklii iyonuna ait sinyal ile 1:1
ve 1:2 stokiyometride ON-6-PT-5 etkilesimine ait sinyal oldugu, C’de 1:1 ve 1:2
stokiyometride ON-5-PT-5 etkilesimi oldugu, D’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-6-PT-

5 etkilesimlerine ait sinyaller oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.20. E, F, G ve H incelendiginde ise; E’de ON-7, ON-8 ve DS-4’¢ ait sinyaller
oldugu, F’de 1:2 stokiyometride DS-4 ile PT-5 etkilesiminin ve bunun +2 yiiklii iyonuna
ait sinyaller oldugu, G’dE 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON7-PT-5 etkilesimi oldugu, H’de
1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-8-PT-5 etkilesimlerine ait sinyaller oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 20. A)DS-3, B)DS-3-PT-5 etkilesimi, C)ON-5-PT-5 etkilesimi ve D)ON-6-PT-5 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari.
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Sekil 4.20. E)DS-4, F)DS-4-PT-5 etkilesimi, G)ON-7-PT-5 etkilesimi ve H)ON-8-PT-5 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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Bir bagka boya olan PT-6 kodlu boya ile ON-1’den ON-14’¢ kadar tiim oligoniikleotitler
ve DS-1°den DS-7’ye kadar tiim ¢ift iplik DNA’larin etkilesimleri i¢in lineer pozitif
modda analizler yapilmistir. Buradaki spektrumlarda PT-6 kodlu boyadan 2 sakkarinat
anyonu ayrilmasiyla olusan yapi olan [C21NsH17Pt]?* yapisi (Monoizotopik kiitlesi:
534,11 Da) PT-6 olarak anilmaktadir. Analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.21’deki
spektrumlar incelendiginde; iyonlasma sekillerinden bagimsiz olarak oligoniikleotit-boya
ve ¢ift iplik DNA-boya etkilesimleri degerlendirilmistir. Burada yalnizca oligoniikleotit-
PT-6 ve ¢ift iplik DNA-PT-6 etkilesimi goriilen spektrumlara yer verilmistir. Diger
oligoniikleotit-PT-6 ve ¢ift iplik DNA-PT-6 etkilesimlerine ait spektrumlar EK 1.4’te yer

almaktadir.

Sekil 4.21. A, B, C ve D incelendiginde; A’da ON-7, ON-8 ve DS-4’¢ ait sinyaller oldugu,
B’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride DS-4 ile PT-6 etkilesimlerinin oldugu, C’de 1:1, 1:2 ve
2:2 stokiyometride ON-7-PT-6 etkilesimleri oldugu, D’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-

8-PT-6 etkilesimlerine ait sinyaller oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.21. E, F, G ve H incelendiginde; E’de ON9, ON-10 ve DS-5’¢ ait sinyaller oldugu,
F’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride DS-5 ile PT-6 etkilesimler ile 1:1, 1:2, 2:1 ve 2:2
stokiyometride ON-9-PT-6 etkilesimleri oldugu, G’de 1:1, 1:2, 2:1 ve 2:2 stokiyometride
ON-9-PT-6 etkilesimleri oldugu, H’de 1:1, 1:2, 1:3, 2:1, 2:2, 2:3 ve 2:4 stokiyometride
ON-10-PT-6 etkilesimlerine ait sinyaller oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.21. 1, J, K ve L incelendiginde ise; ’da ON-11, ON-12 ve DS-6’ya ait sinyaller
oldugu, J’de 1:1 stokiyometride DS-5 ile PT-6 etkilesimi ile 1:1 ve 1:2 stokiyometride
ON-11-PT-6 etkilesimleri ve 1:1, 1:2, 2:1 ve 2:2 stokiyometride ON-12-PT-6
etkilesimleri oldugu, K’de 1:1, 1:2 ve 2:1 stokiyometride ON-11-PT-6 etkilesimleri
oldugu, L’de 1:1, ve 1:2 stokiyometride ON-12-PT-6 etkilesimlerine ait sinyaller oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4. 21. A)DS-4, B)DS-4-PT-6 etkilesimi, C)ON-7-PT-6 etkilesimi ve D)ON-8-PT-6 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlart.
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Sekil 4.21. E)DS-5, F)DS-5-PT-6 etkilesimi, G)ON-9-PT-6 etkilesimi ve H)ON-10-PT-6 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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Sekil 4.21. 1)DS-5, J)DS-5-PT-6 etkilesimi, K)ON-9-PT-6 etkilesimi ve L)ON-10-PT-6 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari (devam ediyor).
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Niikleik asitler, aday anti-tiimor metaloilaclar igin kritik bir molekiiler hedeftir. Elektron
bakimindan zengin fosfat omurgasi, niikleobazlardaki verici heteroatomlar ve karmasik
ikincil ve {igiinciil yapilar, hem “serbest” metal iyonlar1 hem de kompleksler ig¢in
potansiyel baglanma ortamlar1 olusturmak tizere birlesirler. Tibbi kimya bakis acisindan,
secici olarak oligoniikleotitleri ve spesifik oligoniikleotit konformasyonlarin1 hedefleyen
yeni ilaglar gelistirmek icin DNA-metal kompleks koordinasyonunu arastirmak
gereklidir. Ayrica, genetik bilginin depolanmasi ve dolayisiyla gilivenilir hiicre
replikasyonuna aracilik igin DNA ¢ift sarmalinin gerekliligi g6z oniine alindiginda, bu

baglant1 noktasinda biyo-olusumun (biyogenez) kesintiye ugramasi metal-ilag kesfi igin
temel bir hedef saglamaktadir [164],[165].

Benzimidazol yapisi, DNA niikleotitlerinin yapisinda bulunan piirinlerle belirli bir
kimyasal analojiye sahip olmalar1 sebebiyle avantajli bir bilesik olup giiglii biyolojik
aktivite sergileyerek niikleik asit sentezini engellemektedir. Benzimidazol ligandlar ile
metallerin kombinasyonu ve etki mekanizmalar1 klinik deneylerde calisilan antikanser
ilaglarin tasariminda 6nemli faktorlerdir. Raporlanan sonuglara goére koordinasyon
komplekslerinin incelenen metal iyonundan bagimsiz olarak benzimidazol ligandina gore
sitotoksik veya hiicre biiytimesini engelleyen (antiproliferatif) aktiviteyi her zaman
arttirdig1 gozlenmistir. Koordinasyon kompleksleri ile ilgili olarak metal igerikli ilaglarin
tasarlanmasindaki en 6nemli noktalar ¢oziinirliik, kiiresel yiik (katyonik bilesikler notr
bilesiklere nazaran daha iyi sitotoksik etki gostermektedir), yap1 ve geometridir (kare-
diizlemsel ve kara-piramidal bilesikler tetrahedral, trigonal ve oktahedral bilesiklerden
daha fazla sitotoksik aktivite gdstermektedir). Ilag tasariminda metal merkezi ile ilgili
olarak anahtar noktalar ise metalin yiikseltgenme durumu, metal iyonunun boyutu ve
elektronik konfigiirasyonudur. Antikanser ilacglarin aktivitesi genel olarak, ikinci sira
gecis metalleri i¢in rutenyum>paladyum>giimiis>rodyum ve iigiincii sira ge¢is metalleri

i¢in platin>altin>iridyum>osmiyum egilimindedir [15].

Literatiirdeki ~ ¢aligmalarda  incelenen  koordinasyon  komplekslerinin  etki
mekanizmalarinin rapor edilmedigi ancak benzimidazol ligand1 ve metal merkezinin
dogru se¢iminin er ya da ge¢ kansere kars1 miicadelede anahtar bir bilesik bulunmasina
yol acacagi konusunda ortak goriis bulunmaktadir. Cis-platin haricinde Kklinik
deneylerdekiler de dahil olmak iizere diger metaloilaglarin etki mekanizmalar1 tam olarak

tanimlanamamistir. Bununla birlikte; reaktif oksijen tiirleri olusumu (reactive oxygen
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species generation-ROS iiretimi), interkalasyon ve eklenti/katilma olusumu, enzim
inhibisyonu gibi olas1 ii¢ mekanizmanin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun nedeni
olarak metaloilaglar hiicreye girdiginde ve niikleik asitler, proteinler, fosfolipitler,
glutatyon veya metalotiyoninler gibi hiicresel bilesenlerle reaksiyona girdigi ve sonug
olarak apoptoz yoluyla hiicre Sliimiine yol actigi i¢in gecis metali koordinasyon
komplekslerinin en énemli terapotik hedefleri etkisiz hale getirmek iizere tasarlanmis

olmalar1 gosterilmektedir [15].

Cis-platin, cis-diamindiklorplatin(II) yapist testis, yumurtalik, mesane, akciger, mide gibi
cesitli kanser tiirlerinde dikkate deger bir kematerapotik potansiyel sergileyen en etkili
antikanser ajanlarindan biridir. Bir antitimor ilag olarak cis-platinin basarisi, daha iyi
farmakolojik 6zelliklere sahip yeni metal komplekslerinin arayisini motive etmistir. Uzun
zamandir platin kimyasinin ana hedefi cis-platin ve tiirevlerinden daha az ciddi yan etkiye
sahip veya cis-platine direngli tiimorlerin tedavisi i¢in genis bir kapsama sahip yeni
ilaglarin tasarimina yoOnelmistir. Bu amagla yeni ilag tasariminda a) cis-platin
analoglarinin sentezi veya dogrudan modifikasyonu, b) platinden farkli diger metallerin
kullanimi, ¢) metal iyonlarna koordine edilen bilinen maddelerin veya aktif organik

ilaglarin kullanimi seklinde ii¢ ana yaklagim ortaya ¢ikmustir.

Paladyum (I) tiirleri, ¢ozeltide iyi bir model olarak bulunduklari igin platin (II)
analoglarinin baglanma ozelliklerini taklit etmek amaciyla siklikla kullanilmaktadir.
Paladyum (II)’nin alifatik aminler ile koordinasyon bilesiklerinin bulunmasi iizerine n
vericileri olarak hareket eden ve m alicilar1 olarak islev goren aromatik heterosikliklerle
de ¢ok sayida ¢alismalar yapilmistir.  alic1 6zellikleri sayesinde aromatik heterosiklik
yapilar piirin ve pirimidin bazlariyla n-r istiflenmesi yoluyla DNA ile komplekslesmeyi
tyilestirmekte ve ila¢ etkinligini artirmaktadir. Azot heterosikliklerinin bir¢cok dogal ve
sentetik molekiille benzerlikleri nedeniyle farmakolojik aktivite sergiledigi ve bu yapisal
benzerlik nedeniyle canli sistemlerin biyomolekiilleri ile kolayca etkilesime girebildikleri
bilinmektedir [19]. (1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-methamine ligandi ile paladyum (II)’nin
kiikiirt ve azot vericileri gibi yardimer ligandlar ile koordinasyon komplekslerinin
olusumunun incelendigi bir ¢alisma literatiirde yer almistir [15]. Terpiridin (tpy) ve
tiirevleri, ¢cok ¢esitli gecis metali komplekslerinde ve DNA baglayici ajanlarda ligandlar
olarak hareket etme yeteneklerinden dolayi biiyiik ilgi gérmektedir. Ayrica bir dizi insan

kanser hiicre hattina kars1 sitotoksisite sergilemektedirler. In vitro bir calismada, bir
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paladyum(Il) kompleksi, [Pd(sac)(tpy)](sac).4H20 (sac=sakkarinat) hiicre Oliim
reseptorleri yoluyla apoptozu indiikleyerek insan meme kanseri hiicre dizileri MCF-7 ve

MDA-MB-231"ya kars1 giiglii bir anti-kanser aktivitesi gostermistir [166].

Metal bazli antikanser ilaglarin ¢cogu, DNA'nin yariklarina koordine ve kovalent olmayan
interkalasyon ve yarik baglanma etkilesimleri yoluyla baglamay1 hedeflemektedir. Bu tiir
etkilesimlere; m-m istiflenme, elektrostatik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri ve
hidrojen baglar1 eslik eder ve kii¢iik molekiiller DNA’ya baglanarak stabilize edilirler.
DNA ve metal bazli antikanser ilaglar1 arasindaki etkilesimler, metalin oksidasyon
durumuna ve metal merkeze bagl organik kisimlara bagli olup bu ligandlar sterik etkiye
bagli olarak baglanma modunu belirlemektedir [15],[74]. Protein ve oligoniikleotit gibi
uzun yapilar DNA ile major yarik iizerinden etkilesime girerken ilaglar gibi kiigiik
molekiiller genellikle mindr yarik tizerinden DNA ile baglanirlar [55]. Kiigiik
molekiillerin, belirli bir baglanma modu ile DNA ile etkilesime girdigi bilinmekte olup
bununla birlikte, birka¢ ¢alisma, DNA ile etkilesime giren ¢esitli kiigiik molekiiller i¢in
karisik veya birden fazla baglanma modu bildirmistir [28]. Tek bir bilesik, 6rnegin hem
interkalasyon hem de yarik baglama gibi birden fazla DNA baglama modu kullanabilir
[58]. Baglanmanin hangi yarik yoluyla gergeklesecegi molekiil ve yarik tizerindeki

elektrostatik cesitlilik, H bag1 yapabilme olasiligina gore degiskenlik gostermektedir.

DNA’nin dis yiizeyinde bulunan gruplarla etkilesimlerin ¢ogu elektrostatik etkilesimler
olup bu etkilesimler DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplariyla kiigiik molekiillerin pozitif
yiiklii uglarinin etkilesmesiyle ger¢eklesmekte ve DNA’nin kararliligini arttirmaktadir.
DNA ile yapilan diger etkilesim tiirleri de (interkalasyon, yarik baglanma gibi) molekiilde
bulunan fonksiyonel gruplarin 6zelliklerine bagli olarak elektrostatik etkilesimi ile

kararliliklarini arttirabilirler [28],[36].

DNA veya proteinler gibi biyolojik molekiillerin ¢ogu elektron yogunlugu bakimindan
zengin olup metal iyonlar1 ise elektron bakimindan eksiktirler. Bu nedenle, metal
iyonlarinin biyolojik molekiillerle etkilesime girmek i¢in biiyiik ilgisinin oldugu gozlenir.
DNA'min niikleobazlar1 ve fosfat gruplari, metal iyonlarmmin ve agik koordinasyon
bolgelerine sahip metal komplekslerinin baglanabilecegi donér atomlar: saglarlar [56].
Metal komplekslerinin (6zellikle gecis metal bilesiklerinin) eslesen sekil ve boyut
nedeniyle belirli DNA yapilar1 veya dizileri ile etkilesime girdigi literatiirde bircok
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calismada rapor edilmistir [15],[16],[19],[64],[68],[71],[74], [76]-[78]. Barton ve
digerleri, substratin geometri, boyut, hidrofobiklik ve hidrojen baglama yetenegi gibi
onemli 6zelliklerinin DNA baglanma afinitesine katkida bulunabilecegini gostermistir
[167] DNA'nin ¢ift sarmali, DNA bazlarinin kenarlarinda konumlanmis pek ¢ok hidrojen
baglama bolgesine sahiptir, piridin halkalarindaki azot atomlar1 ve serbest ligandda
hidroksil grubunun varligi, DNA baz ciftleri ile hidrojen bag1 yapma olasiligini oldukca
arttirmaktadir [35].

Niikleik asitlerin yapilarinda bulunan piirin bazlarinin imidazol halkasinin kuvvetli
niikleofilik 6zelliginin se¢imli baglanmalar iizerinde etkisi oldugu disiiniilmektedir
[168]. Niikleotit ve oligoniikleotitler ile yapilan ¢alismalar sonucunda, Pt-amin
bilesiklerinin 6zellikle guanin niikletotitine baglandiklarin1 ve 3’ ucundaki ardisik GG

baglanmasini tercih ettigi bulunmustur [68].

Literatiire gore cis-platin ve diger platin komplekslerinin DNA ile genel olarak kabul
edilen baglanma mekanizmasinin; birincil dondr atom olarak kabul edilen guanin
bazlarinin N7 atomunun Pt(II) merkezine baglanmasi ve bu baglanmanin daha sonra
DNA’daki komsu piirin bazlar1 (%60-65 oraninda 1,2-GG veya % 20-25 oraninda 1,2-
AG) arasinda yaklasik %90 oraninda iplik i¢i veya karsilikli guaninler arasinda
gerceklesen (%2) GG iplikler arasi ¢apraz baglar olugturmasi ile sonuglanmasi seklinde
oldugu bilinmektedir [16],[66],[68],[70],[169]. Ayn1 zincir {izerinde gergeklesen diger bir
baglanma Pt-bagli guaninler arasinda farkli bir bazin bulundugu GpXpG 1,3 zincirler
aras1 baglanmasidir ve %?2 oraninda izlenmistir. Ayrica guanin tizerinden %2 oraninda
tekli baglanma oldugu da goriilmiistiir [68],[169]. Bununla birlikte nadiren de gézlense,
tek iplik DNA veya RNA yapilarinda adenin N1 atomu ve sitozin N3 atomlar1 araciligiyla
da Pt baglanabilmektedir [66],[170].

Platin (IT) metali iceren PT-6 yapisinin DS-4, DS-5 ve DS-6 kodlu DNA’lar ile etkilesime

girdigi gorilmiistiir.

DS-4 kodlu DNA yapisin1 olusturan ON-7 kodlu oligoniikleotit ipliginde 1 adet ardigik
GG ile bir adet A baz1 ve ON-8 kodlu oligoniikleotit ipliginde 2 adet G ve bir adet A bazi
bulunmakta olup 1:1 ve 1:2 stokiyometrideki DNA ile ON-7’nin 3’ ucundaki ardisik GG
ve tek adenin ile ON-8’deki 2 adet guanin veya 1 adet adenin tizerinden platin baglh ligand

ile baglanmanin ger¢eklesmis oldugu diistiniilmiistiir. Ayrica %67 oraninda G-C igerigine
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sahip olan DS-4’te molekiil i¢ci hidrojen baglarinin etkisiyle baglanma kararligi
arttirllmistir. Ancak, DS-4’i olusturan oligoniikleotitlerin molekiil kiitlelerinin ayni
olmas1 sebebiyle buradaki sinyalin hem DNA ile platin baglh ligandin etkilesimine ait
iyondan hem de oligoniikleotitlerin dimerleri ile iki adet platin bagh ligandin
etkilesiminin +2 yiiklii iyonuna ait sinyallerinin bileskesi oldugu yorumunu akla

getirmektedir.

Tek zincir baz dizilimlerinden goriilecegi lizere DS-5 kodlu DNA’y1 olusturan ON-9
kodlu oligoniikleotit ipliginde iki adet ardistk GG ve bir adet ardistk AG bazlari
bulunmakta ON-10’da ise bir adet A bazi bulunmakta olup DNA’daki komsu piirin
bazlarinda bulunan GG ve AG arasinda iplik i¢i veya iplikler arasi ¢capraz bag olusumu
ile platin baglh ligand ile etkilesimin ger¢eklesmis oldugu yorumu yapilmistir. Ayrica
ON-9’un 3’ ucundaki ardistk GG baz diziliminin de etkilesimde rol oynadigi
diistintilmiistiir. Burada DS-5 ile PT-6 arasinda hem 6zgiin 1:1 hem de 1:2 stokiyometride
etkilesim gergeklesmistir. Bununla birlikte %67 oraninda G-C igerigine sahip olan DS-
5’te  molekiil i¢i hidrojen baglarmin etkisiyle baglanma kararhi§inin arttig1
diisiiniilmistiir. Ancak etkilesime ait iyon sinyallerinin siddetinin diisiik olmasinin nedeni
olarak iyonlagsma verimi yiiksek olan oligoniikleotit-boya etkilesimlerine ait yliksek
sinyal siddetine sahip diger iyonlar tarafindan baskilandig1 diisiiniilmektedir. Ote yandan
ON-10 kodlu oligoniikleotit ile platin iceren ligand ile 1:1, 1:2, 1:3, 2:1, 2:2, 2:3 ve 2:4
stokiyometride etkilesime girdigi goriilmiistiir. Literatiirde yer alan bir c¢alismada
yapisinda hi¢ guanin bulunmayan 5’TCACACACACACACACACACACTT3’ baz
dizilimine sahip tek iplik oligoniikleotit ile platin (II) bagh ligandin etkilesime girdigi
rapor edilmis olup buradaki baglanmanin cis-platin ve diger platin bazli ilag adaylar1 igin
yaygin olarak kabul edildigi {izere adenin iizerinden alternatif bir baglanma bdlgesi
olusturmakla birlikte ayrica sitozin ve timinin de platin(Il)’yi baglayabildigini
bildirilmistir [66]. Bununla birlikte yine ayn1 ¢alismada, Pt(II)'nin (O,S) selatlayict grup
iceren B-hidroksisinnamik ester tiirevi yapilarla olusturdugu kompleks yapilarmin 9-
metilguanin ve DNA ile kararl etkilesimler olusturdugu deneysel olarak kanitlanmistir.
Bu ¢alismada guaninler se¢imli baglanma yeri olarak tanimlanmistir. Ancak guanin
icermeyen DNA diziliminde alternatif niikleobazlar da baglanma i¢in hedef bdolge
olabilmistir [66]. Yapisinda hi¢ guanin bulunmayan ON-10 yapisiyla ¢oklu
stokiyometride platin etklesimlerinin gerceklesmis olmasi literatiirle uyumlu olarak

5’CCTACC3’ diziliminde olan ON-10 kodlu oligoniikleotitinin adenin baglanmasinin
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yan1 sira yiiksek sitozin ve timin igerigi nedeniyle bu bazlar araciligiyla da baglanma

bolgesi olusturdugu tespit edilmistir.

DS-6 kodlu DNA’y1 olugturan ON-11 kodlu oligoniikleotit ipliginde bir adet G ve bir adet
A bazi bulunmakta ON-12"de ise ikiser adet A ve G bazlari ile bir adet ardisik AG bazlari
bulunmakta olup komsu piirin bazlarinda bulunan AG arasinda iplik i¢i veya iplikler aras1
capraz bag olusumu ve tekli guanin, adenin, sitozin ile platin bagh ligand ile etkilesimin
gerceklesmis olabilecegi yorumu yapilmistir. Burada DS-6 ile PT-6 arasinda 6zgiin 1:1
stokiyometride etkilesim gerceklesmistir. Etkilesime ait iyon sinyallerinin siddetinin
diisiik olmasinin nedeni olarak iyonlasma verimi yiiksek olan ON-11 ve ON-12 kodlu
oligoniikleotitler ile PT-6 etkilesimlerine ait yiiksek siddette sinyal veren diger iyonlar

tarafindan baskilandig1 diisiiniilmektedir.

Spektrumlardan elde edilen verilere gore paladyum (II) metali iceren PT-5 yapisinin
yalnizca DS-3 ve DS-4 kodlu DNA’lar ile etkilesime girdigi goriilmiistiir. Tek zincir baz
dizilimlerinden goriilecegi lizere DS-3 kodlu DNA’y1 olusturan her iki iplikte bulunan
ikiser adet G bazi ve ikiser adet ardisik AG igerigi ile ON-5’te bulunan bir adet GAG
icerigi lizerinden paladyum bagl ligand ile baglanmanin gerceklesmis oldugu
diisiiniilmiistiir. Ancak etkilesime ait iyon sinyallerinin siddetinin diisiik olmasinin nedeni
olarak iyonlagsma verimi yliksek olan oligoniikleotit-boya etkilesimlerine ait diger iyonlar

tarafindan baskilandig: diistiniilmektedir.

DS-4 kodlu DNA yapisin1 olusturan oligoniikleotitlerin ayni molekiil kiitlesine sahip
olmalart nedeniyle yukarida bahsedilen durum ile ayni olarak burada da PT-5 ile DS-4
etkilesimine ait sinyallerin hem oligoniikleotitlerin dimerleri ile paladyum bagl ligand
etkilesimlerine hem de DNA yapist ile paladyum bagli ligand etkilesimlerine ait

sinyallerin bileskesi oldugu diistiniilmiistiir.

MALDI’de gaz faz1 kararsizligi ve lazer i1sinmin Ornegin kararsizligini artirmast
sebepleriyle de yiiksek siddette sinyaller elde edilememis olabilecegi de diisiilmektedir.
Dolayisiyla yalnizca baz dizilimi, G-C igerigi kiyaslamasi yaparak DNA kararlilig:
hakkinda yorum yapmak zor olmaktadir. Platin bagli ligandla (PT-6) olan etkilesimlerin
paladyum bagl ligand (PT-5) ile olan etkilesimlere kiyasla daha yiiksek siddette sinyal
vermis olmasi literatiirle uyumlu olarak platin etkilesimlerinin daha kuvvetli ve kararh

oldugu yorumunu yapmaya imkan saglamistir. Bu yorumdan ve deneysel sonug¢lardan
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yola ¢ikilarak platin ve paladyum bagli boyalarin baz dizilimine bagl olarak etkilesime
girdikleri sdylenebilmektedir.

Diger taraftan 3 adet GG ve AG ile bir adet GAG igeren DS-7 kodlu DNA ile ne platin
ne de paladyum bagli boya etkilesimlerinin gerceklesmemistir. Fakat DS-7’yi olusturan
ON-13 ve ON-14 kodlu tek iplik oligoniikleotitler ile 1:1 6zgiin etkilesimlerin yani sira
1:2, 1:3 ve 1:4 etkilesimlerin goriilmesi, DS-7’ye ait sinyal olmamasi1 DS-7 olusma
veriminin diisiik oldugu ve sarmal kararliliginin diisiik olmasi sebebiyle c¢ift iplik
DNA’nin acildigr ve ¢ozeltide bulunan serbest haldeki oligoniikleotitler ile yiiksek

stokiyometride boya etkilesimlerinin oldugu sonucuna varilmuistir.

Tez ¢alismasinda kullanilan ON-13 ve ON-14 kodlu tek iplik olginotikleotit yapilar
Miigge ve arkadaslarinin yaptiklar bir ¢alismada kullandiklar1 yapilardan yola ¢ikarak
belirlenmistir. Bu calismada; dizilimleri 5’CCTCTGGTCTCC3’ (ON-13 ile aym
dizilimde), 5’GGAGACCAGAGG3’ (ON-14 ile aym  dizilimde) ve
S’TCACACACACACACACACACACTT3’ olan tek iplik oligoniikleotit yapilariyla
Pt(I)'nin (O,S) selatlayic1 grup igeren B-hidroksisinnamik ester tiirevleriyle olusturdugu
komplekslerin 24 saatlik inkiibasyonundan sonra 1:1 stokiyometride DNA:kompleks
etkilesimleri gozlendigi, artan metal derisimiyle birlikte ikili ve Uglii etkilesimler elde
edildigi ve etkilesim stokiyometrilerinde artis gézlendigi, ancak tiim spektrumlarda
etkilesime girmemis niikleik asit sinyalinin en baskin tiir oldugu, artan guanin sayisina
uygun olarak ikinci oligoniikleotit dizisiyle olan ¢oklu platin etkilesimlerinin elde
edildigi, guanin icermeyen Tlgiiniicli oligoniikleotit ile yine platin baglanmasi
gozlenmesinin sonucu olarak platin bilesiklerinin guaninden baska bazlarn da
hedefleyebildigi ancak guanin yoklugunun etkilesim olusumunu O6nemli Olciide
siirladigi rapor edilmistir [66]. Niikleobaz baglanmasina bir alternatif olarak, Pt(Il)'nin
fosfat omurgasina baglanmasi diigiiniilebilir. Ancak bu durum hem dizilime 06zgii
olmayan etkilesimlere yol acgacaktir hem de gecis metallerinin tercthen DNA
niikleobazlarin1 bagladigi, oysa alkali ve toprak alkali metallerin genellikle omurga
fosfodiester gruplarini tercih ettigi bilinmektedir [66],[171]. Miigge ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢aligma ve tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen sonuglara gore ON-13 ve ON-
14 ile boyalarin ¢oklu stokiyometrideki etkilesim sonuglarinin uyum igerisinde oldugu

gorilmiistiir.
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Pt (IT) ve Pd (II) arasindaki birgok benzerlikten dolayi, antikanser ilaglar olarak paladyum
(II) komplekslerinin ¢alisilmasina biiyiik ilgi bulunmaktadir. Pd (I1) komplekslerinin su
ve ligand degisim oranlar1, Pt (II) analoglarindan yaklasik 10° kat daha hizlidir ve Pd (II)
kompleksleri Pt (II) komplekslerine kiyasla daha iyi ¢6ziiniirliige sahiptir. Bu
ozelliklerinden dolay1 en azindan bazi1 Pd (II) komplekslerinin énemli bir kanser tedavisi
potansiyeline sahip olabilecegi ongorilmektedir [15],[17],[35]. Ancak, paladyum (II)
bilesiklerinin yiiksek reaktivitesinin, sitoplazmadaki yapisal biitiinliiklerini DNA'ya
ulasacak kadar uzun siire korumalarina izin vermemesi nedeniyle antikanser ajanlari
olarak kullanimlarini zorlastirdigi [15] da bilinmektedir. Barton ve arkadaslar1 bir gegis
metali kompleksinin yapisinin, DNA'ya genel baglanma afinitesini belirlemede en 6nemli
faktorlerden biri oldugunu gosterdi [Barton]. Nispeten iyi bir anyonik ayrilan grup
(halojeniirler, sakkarinat vb.) iceren Pd(II) kompleksinde, bu anyonun kayb1 ile paladyum
merkezinde DNA'nin baz ¢iftlerinin azot atomlar1 tarafindan erisilebilen bir koordinasyon
bolgesini acgiga ¢ikarmaktadir. [Pd(4-OHPh-tpy)CI]CI1.5H,0 ile DNA etkilesimlerinin
incelendigi bir ¢alismada, 4-OHPh-tpy ligandinin aromatik halkalar1 ile DNA'nin baz
ciftlerinin halkalar1 arasinda m-m istiflenmesi ve hidrofobik etkilesimler de meydana

gelebilecegi sonucuna varilmistir [35].

Tez calismalar1 kapsaminda elde edilen sonuglara gore paladyum (IT) igeren PT-5 kodlu
boya ile oligoniikleotit ve ¢ift iplik DNA’larin etkilesimlerinin iyon siddetleri
kiyaslandiginda platin (II) igeren PT-6 kodlu boya etkilesimlerine gore daha kararsiz
oldugu goriilmiistiir. Paladyum (II) metalinin ligand degisim kinetiginin ¢ok hizli olmasi
nedeniyle yapisal biitlinliigiinii uzun siire koruyamamasi sonucunda etkilesim ortaminda
daha kararsiz yapida bulunmasi sebebiyle literatiir ile uyumlu olarak niikleik asitler ile

daha kararsiz etkilesime girdigi sonucuna ulasilmistir.

Bununla birlikte, kiigiik molekiillerin katyonik analoglar1 ile DNA’nin fosfat omurgasi
arasindaki elektrostatik etkilesimlerin bir sonucu olarak dizilimden bagimsiz bi¢cimde
gelisi glizel sekilde de (se¢imsiz olarak) DNA’ya baglanma gerceklesebilir. Bu durumda
PT-5 ve PT-6 boyalarinin protonlanmis ve katyon katilmig hallerinin de oligoniikleotitler
ile baz diziliminden bagimsiz, se¢cimsiz olarak elektrostatik etkilesime girmis olabilecegi

ve ¢ift iplik DNA ile boya etkilesimlerini minimize ettigi ve baskiladig1 diisiiniilmiistiir.

Yapilan ¢alismalarda ¢ift iplik DNA olugma veriminin diisiik oldugu gézlenmistir. Bunun

sebebi olarak sarmal kararliliginin diisiik olmasi1 nedeniyle ¢ift iplik DNA’nin agildig1 ve
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eslenik olan tek iplik oligoniikleotitlerin ¢ozeltide serbest halde bulunduklari tespit
edilmistir. Spektrumlardan da goriilecegi iizere tek iplik oligoniikleotitler ile boyalarin
etkilesimlerinin ¢ift sarmal DNA etkilesimlerine oranla daha yiiksek siddette ve

kararlilikta olduklar1 yorumu akla gelmistir.

Oligoniikleotit ve ¢ift iplik DNA’larin boyalar ile etkilesimleri i¢in inkiibasyon ortami
olarak hem fizyolojik ortami taklit etmek amaciyla [66],[68] hem de kiitle spektrometrik
sistemlerle uyumlu olmasi agisindan 10 mM amonyum asetat tamponu (10 mM NaCl
varliginda pH 7’de) segilmistir. Kiitle spektrometrik sistemlerde tuz eklentilerini
azaltmak amaciyla ortama amonyum asetat eklenmektedir. Ancak fizyolojik ortam
olusturmak i¢in ortama eklenen NaCl kaynakli sodyum ve safsizliklar kaynakli ortamda
bulunan potasyum iyonlarinin girisimleri nedeniyle tuz/katyon katilmalariyla olusmus
etkilesimlerin arttig1 ve 0Ozgiin etkilesimlerin sinyal oranlarinin diismiis oldugu ve
baskilandig1 goriilmiistiir. MALDI kiitle spektrometrisi analizlerinde her ne kadar
amonyum asetat eklenmis olsa dahi etkilesimler i¢in gerekli olan fizyolojik ortami
olusturmak icin inkiibasyon ortamina eklenen tuzlarin molekiiler iyonlara ait sinyalleri
baskilayip sinyal siddetlerini diisiirdiigii ve 0zgiin baglanmay1 azalttigr goriilmiistiir.
Bununla birlikte DNA ve oligoniikleotitler ile boyalar arasindaki etkilesimlere ilave
etkilesimler ile (elektrostatik, H bagi gibi) komplekslerin kararliliginin arttirildig:
distintilmistiir. Cizelge 4.7°de oligoniikleotitlerin ve ¢ift iplik DNA’larin PT-6 ile

Cizelge 4.8’de ise PT-5 ile etkilesim stokiyometrileri topluca verilmistir.

Cift iplik DNA’lar ile boyalarin etkilesimlerinde, boyalarin farkli DNA yapilarina
baglanma derecesinin goreceli bir karsilastirmasini elde etmek i¢in kiitle spektrumlarinda
yer alan serbest DNA iyonlar1 ve baglanmig DNA iyonlarinin bagil bolluklarindan yola
cikarak bagil DNA baglanma yiizdesi hesaplanmis ve Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de
verilmistir. Bagil DNA baglanma yiizdesi hesaplamasi Esitlik 4.1°de yer alan denklem ile
hesaplanmugtir [29].

I(1:1) + 1(1:2) +1(1:n)

0) be) —
% baglanmig DNA = 100 x ;o= o

Esitlik 4.1

Esitlik 4.1°de lpna) spektrumdaki serbest DNAnin, I(1:n) ise farkli stokiyometrilerdeki
DNA-boya etkilesimlerinin bagil bollugudur.
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DNA ile boyalarin etkilesimleri i¢in en yiiksek baglanma oraninin sasirtici olarak DS-3
kodlu DNA ile oldugu goriilmiistiir. Baz dizilimleri incelendiginde diger DNA’lara
kiyasla literatiir bilgisine gore daha az baglanma bdlgesi iceren DS-3 ile en yiiksek
baglanma olmasinin nedeni olarak baz dizilimi segiciligi olmadan baglanma olasiliginin
yiiksek oldugu diistiniilmiistiir. Diger DS’ler ile etkilesimlerin goreceli olarak literatiirle
uyum igerisinde oldugu belirlenmistir. Ancak tiim deneysel sonuglardan da goriilecegi
tizere ¢ift iplik DNA olusma veriminin diisiik olmasi nedeniyle iplik agilmasi olugmakta
ve DS’leri olusturan oligoniikleotitlerle boyalarin ¢oklu stokiyometride ve ¢ift iplik
DNA:boya etkilesimlerine kiyasla daha yiiksek siddette ve daha kararli etkilesime

girdikleri goriilmiistiir.
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Cizelge 4. 7. Oligoniikleotitlerin ve DNA’larin PT-6 ile etkilesim stokiyometrileri.

DS : boya
o . etkilesiminde
ON kodu : ON : boya etkilesim DS kodu : DS : boya etkilesim .
. . . . bagil DNA
boya kodu stokiyometrisi boya kodu stokiyometrisi >
baglanma
yiizdesi
ON1:PT-6 1:1,1:2
DS1:PT-6 - -
ON2:PT-6 1:1,1:2,1:3
ON3:PT-6 1:1,1:2
DS2: PT-6 - -
ON4 : PT-6 1:1,1:2,2:1,2:2
ON5 : PT-6 1:1,1:2
DS3: PT-6 - -
ONG6 : PT-6 1:1,1:2
ON7 : PT-6 1:1,1:2,2:2
DS4 : PT-6 1:1,1:2 %76,97
ON8 : PT-6 1:1,1:2
ON9 : PT-6 1:1,1:2,2:1,2:2
1112 13 71 22 DS5: PT-6 1:1,1:2 %60,96
ON10:PT-6 2:3. 2:4
ON11:PT-6 1:1,1:2,2:1
DS6 : PT-6 1:1 %46,84
ON12 : PT-6 1:1,1:2
ON13:PT-6 1:1,1:2,1:3,1:4
DS7:PT-6 - -
ON14 : PT-6 1:1,1:2,1:3
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Cizelge 4. 8. Oligoniikleotitlerin ve DNA’larin PT-5 ile etkilesim stokiyometrileri.

DS : boya
ON kodu - ON': b(?ya DS Kodu - DSE bo.ya etkl{eslmlnde
boya kodu etkilesim boya kodu etkilesim bagil DNA
stokiyometrisi stokiyometrisi baglanma
yiizdesi
ONL1:PT-5 1:2
DS1:PT-5 - -
ON2: PT-5 1:1,1:2
ON3: PT-5 -
DS2: PT-5 - -
ON4 : PT-5 1:1,1:2
ON5: PT-5 1:1,1:2
DS3: PT-5 1:1,1:3 %83,99
ONG6 : PT-5 1:1,1:2
ON7: PT-5 1:1,1:2
DS4 : PT-5 1:2,1:4 %69,93
ON8: PT-5 1:1,1:2
ON9: PT-5 -
DS5: PT-5 - -
ON10: PT-5 1:1
ON11:PT-5 1:2
DS6 : PT-5 - -
ON12: PT-5 -
ON13: PT-5 1:1,1:2
DS7: PT-5 - -
ON14: PT-5 1:1,1:2
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4.2.1.1.3. Oligoniikleotitler ve cift iplik DNA’lar ile boyalarin etkilesimlerinin ESI-
QTOF-MS ile analizleri

Baglanma seg¢iciligi ile potansiyelinin degerlendirilmesi ve daha once yapilmis olan
MALDI-TOF-MS analizleri sonuglarinin karsilastirilmasi amaciyla ON-1"den ON-14’¢
kadar farkl dizilimdeki 14 tek iplik oligoniikleotit ile boyalarin etkilesimleri ESI-QTOF

kiitle spektrometresi ile de incelenmistir.

5’er pmol/pl derisimde hazirlanan oligoniikleotitler ve ¢ift iplik DNA’lar ile 5’er pmol/ul
derisimde hazirlanan FP-3, PT-5, PT-6 kodlu boyalarin hacimce esit oranda (1:1)
karistirilmis olan ve 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasi etkilesimlerinin elektrosprey
iyonlagsmali kiitle spektrometrisi analizleri Bruker Daltonics (Almanya) firmasinin
Trapped lon Mobility Spectrometry-Tuzaklamali fyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi
(tims-QTOF-MS) cihazi  kullanilarak  pozitif ve negatif iyon modlarinda
gerceklestirilmistir. Pozitif iyon modunda alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu icin
bu sonuglara yer verilmistir. Oligoniikleotitlere, ¢ift iplik DNA’lara, boyalara ve bunlarin
etkilesimlerine ait sinyaller, iyonlasma sekline bakilmaksizin spektrumlarda verilen

sembol tablolarinda belirtilen simgelerle ifade edilmistir.

ON-1"den ON-14’¢ kadar tiim oligoniikleotitler ve DS-1’den DS-7’ye kadar tiim ¢ift iplik
DNA’lar ile FP-3 kodlu boya etkilesimi i¢in pozitif iyon modunda yapilan analizler
sonucunda elde edilen Sekil 4.22°deki spektrumlar incelendiginde; FP-3 kodlu boyanin
ne oligoniikleotitiler ile ne de ¢ift iplik DNA’lar ile etkilesime girdigi goriilmiistiir.
Spektrumlarda yalnizca tek iplik oligoniikleotitlere ait sinyaller goriilmektedir. Burada
yalnizca DS-1, DS-1-FP-3, ON-1-FP-3 ve ON2-FP-3 etkilesimlerine ait spektrumlar
verilmistir. Diger oligoniikleotit-FP3 ve ¢ift iplik DNA-FP-3 karisimlarina ait

spektrumlara tez metni kapsaminda yer verilmemistir.

Perilen dimit tiirevi olan FP-3 kodlu diisiik ¢oziintirliikkteki boya ile oligoniikleotitlerin
hem MALDI-TOF-MS hem de ESI-QTOF-MS analizlerinde etkilesime ait sinyaller
goriilmemistir. FP-3 boyasinin ¢oziiniirliigliniin  diistik olmasi, ¢ozelti ortaminda
¢okmeler olmasi, bu c¢alismada kullanilan oligoniikleotit ipliklerinin 6-12 baz birimi
araliginda olmasi nedeniyle bu oligoniikleotitlerin eslesmesinden olusan ¢ift iplik
DNA’larin kisa olmasi ve tam rotasyon yapamayarak interkalatér FP-3 molekiili i¢in

baglanma bolgesi (groove) olusturamamasi nedeniyle de etkilesimlerin gergeklesmedigi
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diisiiniilmiistiir. Ote yandan yiiksiiz olan bu yapinin DNA nin fosfat omurgasi ile de

herhangi bir etkilesime girmedigi goriilmiistiir.
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10 {3 A
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0.5 . 3+ . 3+ ONZ |
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Sekil 4. 22. A)DS-1, B)DS-1-FP-3, C)ON-1-FP-3 ve D)ON-2-FP-3’in 1:1

etkilesimlerine ait ESI kiitle spektrumlart.

Analiz sonuglar1 ve kiitle spektrumlari degerlendirildiginde yukarida bahsi gecen
nedenlerle FP-3 molekiiliiniin hem kisa iplikli oligoniikleotitler hem de kisa sarmal
DNA’lar ile etkilesime girmedigi yorumu MALDI-TOF-MS sonuglarina ilaveten ESI-Q-
TOF-MS analizleri sonuglariyla da desteklenmistir.

ON-1"den ON-14’¢ kadar tiim oligoniikleotitler ve DS-1’den DS-7’ye kadar tiim ¢ift iplik
DNA’lar ile PT-5 kodlu boya etkilesimi i¢in pozitif iyon modunda analizler yapilmistir.
Burada yalnizca ¢ift iplik DNA-PT-5 etkilesimi goriilen spektrumlara yer verilmistir.
Etkilesim goriilmemis olan diger ¢ift iplik DNA-PT-5 karigimlarina ait spektrumlara tez
metni kapsaminda yer verilmemistir. Spektrumlarda PT-5 kodlu boyadan 2 sakkarinat
anyonu ayrilmastyla olusan yap1 olan [C21NsHi7Pd]?* yapis1 (Monoizotopik kiitlesi:
445,05 Da) PT-5 olarak anilmaktadir. Analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.23’teki
spektrumlar incelendiginde; iyonlasma sekillerinden bagimsiz olarak oligoniikleotit-boya

ve ¢ift iplik DNA-boya etkilesimleri degerlendirilmistir.

Sekil 4.23. A, B, C ve D incelendiginde; A’da ON-3, ON-4 ve DS-2’ye ait ¢oklu yiiklii
sinyaller oldugu, B’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride DS-2 ile PT-5 etkilesiminin +2 yiikli
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iyonlarina ait sinyaller ile bunlarin klor katilmalarina ait +2 yiiklii iyonlara ait sinyaller
ve 1:1 stokiyometride ON-3-PT-5 ve 1:1 stokiyometride ON-4-PT-5 etkilesimlerinin +3
yiikli iyonlarina ait sinyaller oldugu, C’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-3-PT-5
etkilesimi oldugu ve bunlarin ¢oklu yiiklenmelerine (+2, +3, +4) ait iyonlarin ve bunlarin
potasyum ve sodyum katilmalarina ait iyonlarin oldugu, D’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride
ON-4-PT-5 etkilesimleri oldugu ve bunlarin ¢oklu yiiklenmelerine (+2, +3) ait iyonlarin
ve bunlarin potasyum ve sodyum katilmalarina ait iyonlarin oldugu goriilmiistiir. DS-2

ile PT-5 boyasinin etkilesimlerine ait sinyallerin siddeti ¢ok diistiktiir.

Sekil 4.23. E, F, G ve H incelendiginde; E’de ON-11, ON-12 ve DS-6’ya ait ¢oklu yiikli
sinyaller oldugu, F’de 1:1 stokiyometride DS-6 ile PT-5 etkilesiminin +3 yiiklii iyonuna
ait sinyal ile potasyum katilmasina ait +3 yiiklii iyonuna ait sinyal ve 1:1 stokiyometride
ON-11-PT-5 etkilesiminin ¢oklu iyonlarina ait (+2, +3) sinyaller ile bunlarin potasyum,
sodyum katilmalarina ait sinyaller ve 1:1 stokiyometride ON-12-PT-5 etkilesimlerinin +2
yiiklii iyonuna ait sinyal oldugu, G’de 1:1 stokiyometride ON-11-PT-5 etkilesiminin
¢oklu iyonlarina ait (+2, +3) sinyaller ile bunlarin potasyum, sodyum katilmalarina ait
sinyaller oldugu, H’de 1:1 stokiyometride ON-12-PT-5 etkilesimi oldugu ve bunlarin
coklu yiiklenmelerine (+2, +3) ait iyonlarin ve potasyum ve sodyum katilmalarina ait

iyonlarin oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.23.1, J, K ve L incelendiginde ise; I’”da ON-13, ON-14 ve DS7’ye ait ¢oklu yiikli
sinyaller oldugu, J°de 1:1 stokiyometride DS-7 ile PT-5 etkilesiminin +4 yiiklii iyonuna
ait sinyaller ile 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-13-PT-5 ve 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-
14-PT-5 etkilesimlerinin +2, +3 ve +4 yiiklii iyonlarina ait sinyaller ile potasyum, sodyum
katilmalarinin oldugu, K’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-13-PT-5 etkilesimi oldugu ve
bunlarin ¢oklu yiiklenmelerine (+2, +3, +4) ait iyonlar ile potasyum, sodyum
katilmalarinin oldugu, L’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride ON-14-PT-5 etkilesimleri oldugu
ve bunlarin ¢oklu yiiklenmelerine (+3, +4) ait iyonlarin ve bunlarin potasyum ve sodyum

katilmalarina ait iyonlarin oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 23. A)DS-2, B)DS-2-PT-5, C)ON-3-PT-5 ve D)ON-4-PT-5’in 1:1 etkilesimlerine ait ESI kiitle spektrumlart.
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Sekil 4.23. E)DS-6, F)DS-6-PT-5, G)ON-11-PT-5 ve H)ON-12-PT-5"in 1:1 etkilesimlerine ait ESI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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Sekil 4.23. )DS-7, J)DS-7-PT-5, K)ON-13-PT-5 ve L)ON-14-PT-5"in 1:1 etkilesimlerine ait ESI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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Bir bagka boya olan PT-6 kodlu boya ile ON-1’den ON-14’¢ kadar tiim oligoniikleotitler
ve DS-1’den DS-7’ye kadar tim c¢ift iplik DNA’larin etkilesimleri i¢in pozitif iyon
modunda analizler yapilmistir. Buradaki spektrumlarda PT-6 kodlu boyadan 2 sakkarinat
anyonu ayrilmasiyla olusan yapi olan [C21NsH17Pt]?* yapisi (Monoizotopik kiitlesi:
534,11 Da) PT-6 olarak anilmaktadir. Analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.24teki
spektrumlar incelendiginde; iyonlasma sekillerinden bagimsiz olarak oligoniikleotit-boya
ve ¢ift iplik DNA-boya etkilesimleri degerlendirilmistir. Burada yalnizca ¢ift iplik DNA-
PT-6 etkilesimi goriilen spektrumlara yer verilmistir. Etkilesim goriilmeyen diger ¢ift

iplik DNA-PT-6 karisimlarina ait spektrumlara tez metni kapsaminda yer verilmemistir.

Sekil 4.24. A, B, C ve D incelendiginde; A’da ON-7, ON-8 ve DS-4’¢ ait ¢oklu yiiklii
sinyaller ile potasyum, sodyum katilmalarinin oldugu, B’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride
DS-4 ile PT-6 etkilesiminin +3 yiiklii iyonlarina ait sinyaller ile bunlarin potasyum
katilmalarina ait sinyaller ve 1:1 stokiyometride ON-7-PT-6 ve 1:1 stokiyometride ON-
8-PT-6 etkilesimlerinin +2 yiiklii iyonlarina ait sinyaller ve potasyum katilmalar1 oldugu,
C’de 1:1 stokiyometride ON-7-PT-6 etkilesimi oldugu, D’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride
ON-8-PT-6 etkilesimleri oldugu ve bunlarin ¢oklu yiiklenmelerine (+2, +3) ait iyonlarin

ve bunlarin potasyum katilmalarina ait iyonlarin oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.24. E, F, G ve H incelendiginde; E’de ON-9, ON-10 ve DS-5’¢ ait ¢oklu yiiklii
sinyaller ile potasyum, sodyum katilmalarinin oldugu, F’de 1:1 stokiyometride DS-5 ile
PT-6 etkilesiminin +3 yiiklli iyonlarina ait sinyaller ile bunlarin potasyum katilmalarina
ait sinyaller ve 1:1 stokiyometride ON-9-PT-6 ve 1:1 stokiyometride ON-10-PT-6
etkilesimlerinin +2 yiiklii iyonlarina ait sinyaller ve potasyum katilmalar1 oldugu, G’de
1:1, 1:2 ve 2:2 stokiyometride ON-9-PT-6 etkilesimlerinin ¢oklu yiiklenmelerine (+2, +3)
ait iyonlar ve potasyum, sodyum katilmalarinin oldugu, H’de 1:1 ve 1:2 stokiyometride
ON-10-PT-6 etkilesimleri oldugu ve bunlarin ¢oklu yiiklenmelerine (+2, +3) ait iyonlarin

ve bunlarin potasyum katilmalarina ait iyonlarin oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.24. 1, J, K ve L incelendiginde ise; ’da ON-11, ON-12 ve DS-6’ya ait ¢coklu yiiklii
sinyaller ile potasyum, sodyum, klor katilmalarinin oldugu, J’de 1:1 stokiyometride DS-
6 ile PT-6 etkilesiminin +3 yiikli iyonlarma ait sinyaller ile bunlarin potasyum
katilmalarina ait sinyaller ve 1:1 stokiyometride ON-11-PT-6 ve 1:1 stokiyometride ON-
12-PT-6 etkilesimlerinin +2 yiiklii iyonlarina ait sinyaller ve potasyum katilmalari

oldugu, K’de 1:1 wve 2:1 stokiyometride ON-11-PT-6 etkilesimlerinin c¢oklu
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yiiklenmelerine (+2, +3) ait iyonlar ve potasyum, sodyum katilmalarinin oldugu, L’de
1:1, 2:1 ve 2:2 stokiyometride ON-12-PT-6 etkilesimleri oldugu ve bunlarin ¢oklu
yiiklenmelerine (+2, +3) ait iyonlarin ve bunlarin potasyum katilmalarina ait iyonlarin

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 24. A)DS-4, B)DS-4-PT-6, C)ON-7-PT-6 ve D)ON-8-PT-6"nin 1:1 etkilesimlerine ait ESI kiitle spektrumlari.
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Sekil 4.24. E)DS-5, F)DS-5-PT-6, G)ON-9-PT-6 ve H)ON-10-PT-6nin 1:1 etkilesimlerine ait ESI kiitle spektrumlari (devam ediyor).
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Sekil 4.24. 1)DS-6, J)DS-6-PT-6, K)ON-11-PT-6 ve L)ON-12-PT-6’nin 1:1 etkilesimlerine ait ESI kiitle spektrumlari (devam ediyor).
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Niikleik asitlerin yapilarmin gegis metalleriyle se¢imli baglanmalart daha onceki
boliimde belirtilmistir. Bu baglanma segicilikleri goz 6niinde bulundurularak ESI-QTOF-

MS analizleri sonuglar1 asagidaki sekilde degerlendirilmistir.

Spektrumlardan elde edilen verilere gore paladyum (II) metali iceren PT-5 yapisinin
yalnizca DS-2, DS-6 ve DS-7 kodlu DNA’lar ile etkilesime girdigi gorilmiistiir. Tek
zincir baz dizilimlerinden goriilecegi lizere DS-2 kodlu DNA’y1 olusturan ON-3 kodlu
oligoniikleotit ipliginde bir adet ardisik GGG, bir adet G ve 2 adet A bazlar1 ve ON-4’te
ise li¢ adet G baz1 ve bir adet A bazi iizerinden paladyum bagh ligand ile 1:1 ve 1:2
stokiyometride baglanmalarin gerceklesmis oldugu diisiiniilmiistiir. Etkilesime ait iyon
sinyallerinin siddetinin (~180, 250 sirasiyla) diisiik olmasinin nedeni olarak iyonlagsma
verimi yliksek olan oligoniikleotit-boya etkilesimlerine ait diger iyonlar tarafindan

baskilandig1 diigiiniilmiistir.

DS-6 kodlu DNA’y1 olugturan ON-11 kodlu oligoniikleotit ipliginde bir adet G ve bir adet
A bazi bulunmakta ON-12"de ise ikiser adet A ve G bazlari ile bir adet ardisik AG bazlari
tizerinden paladyum bagli ligand ile 1:1 stokiyometride baglanmanin gerceklesmis

oldugu diisliniilmiistiir. Etkilesime ait iyon sinyalinin siddeti diisiikk bulunmustur (~90).

Yapisinda 3 adet GG ve AG ile bir adet GAG bulunan DS-7 kodlu DNA ile PT-5 kodlu
paladyum bagli boyanin 1:1 6zgiin stokiyometride etkilesime girmis oldugu goriilmiistiir.
MALDI-MS analizlerinin aksine ESI-MS analizlerinde DS-7 kodlu DNA ile metal
etkilesimlerinin gozlenmistir. MALDI’de gaz fazi kararsizligi ve lazer 1sminin drnegin
kararsizligini artirmasi ayrica MALDI iyonlagmasinin her ne kadar yumusak iyonlagma
teknigi olsa da elektrosprey iyonlasmanin MALDI’ye kiyasla daha yumusak iyonlagma
teknigi olmasindan dolayr ESI-MS analizlerinde 6rnegin zarar gérmeden iyonlagmasi,
kovalent olmayan kararsiz-zayif etkilesimlerin bozulmadan gaz fazina gecisinin
saglandigi icin etkilesime ait sinyallerin goriilebildigi diisiincesini akla getirmistir. Ancak

etkilesime ait sinyal siddeti ¢ok diisiiktiir (~75).

MALDI-MS analiz sonuglarinda oldugu gibi ESI-MS analizlerinde de platin (1) metali
iceren PT-6 yapisinin DS-4, DS-5 ve DS-6 kodlu DNA’lar ile etkilesime girdigi

goriilmiistir.
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DS-4 kodlu DNA ile platin bagl ligandin 1:1 ve 1:2 stokiyometrideki etkilesimlerinin
DS-4’1 olusturan ON-7’nin 3’ ucundaki ardisik GG ve tek adenin ile ON-8’deki 2 adet
guanin veya 1 adet adenin {lizerinden ger¢eklesmis oldugu diisiiniilmiistiir. %67 oraninda
G-C igerigine sahip olan DS-4 yapisinda molekiil i¢i hidrojen baglarinin etkisiyle
baglanma kararligi arttirilmistir. Ancak, DS-4’ii olusturan oligoniikleotitlerin molekiil
kiitlelerinin ayn1 olmas1 sebebiyle MALDI-MS sonuglarindaki yorum ile ayni sekilde
burada da DS-4-PT-5 etkilesime ait sinyalin hem DNA ile platin bagh ligandin
etkilesimine ait iyondan hem de oligoniikleotitlerin dimerleri ile iki adet platin bagh
ligandin etkilesiminin +2 yiiklii iyonuna ait sinyallerinin bileskesi oldugu yorumunu
tekrar akla getirmistir. 1:1 ve 1:2 stokiyometrideki etkilesimlere ait sinyal siddetleri

strastyla ~280, 720 oldugu goriilmiistiir.

DS-5 kodlu DNA’y1 olusturan komsu piirin bazlarinda bulunan iki adet GG ve bir adet
AG arasinda iplik i¢i veya iplikler aras1 ¢apraz bag olusumu ile platin bagh ligand ile
etkilesimin gergeklesmis oldugu yorumu yapilmistir. DS-5 ile PT-6 arasinda 6zgiin 1:1
stokiyometride etkilesim (sinyal siddeti ~120) gerceklesmistir. Ayrica %67 oraninda G-
C igerigine sahip olan DS-5’te molekiil i¢i hidrojen baglarinin etkisiyle baglanma
kararliginin arttig1 diistiniilmiistiir. Yapisinda hi¢ guanin bulunmayan ON-10 yapisiyla
1:1 ve 1:2 stokiyometride platin etklesiminin gerceklesmis olmasi MALDI-MS
sonuglartyla ve literatiirle [66] uyumlu olarak guaninin olmadigi dizilimlerde yaygin
olarak alternatif baglanma bdlgesi olusturan adenin igeriginin yani sira sitozin ve timin

bazlar1 araciligiyla da platinin baglanabilecegini gostermistir.

DS-6 kodlu DNA yapisindaki komsu piirin bazlarinda bulunan AG arasinda iplik i¢i veya
iplikler arasi capraz bag olusumu ve tek iplik oligoniikleotit dizilerinde bulunan tekli
guanin, adenin, sitozin ile platin bagl ligand ile etkilesimin gerceklesmis olabilecegi
yorumu yapilmigtir. Burada DS-6 ile PT-6 arasinda 6zgiin 1:1 stokiyometride etkilesim
gerceklesmistir. Etkilesime ait iyon sinyallerinin siddetlerinin diisiik oldugu goriilmiistiir
(~160). Cizelge 4.9’da ise oligoniikleotitler ile ¢ift iplik DNA’larin PT-5 ve PT-6 ile

etkilesim stokiyometrileri ile bagil DNA baglanma ylizdeleri topluca verilmistir.

ESI-MS verileri incelendiginde; DNA ile boyalarin etkilesimleri i¢in en yiiksek baglanma
oraninin, literatiir bilgisine ve baz dizilimine uygun olarak en fazla baglanma boélgesi
iceren DS-2 kodlu DNA ile oldugu goriilmiistiir. Ancak DS-7 kodlu DNA ig¢in sasirtici

olarak cok diisiik oranda baglanma oldugu goriilmiis ve bunun nedeni olarak DNA c¢ift
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ipliginin kararsizlig1 diisiiniilmiis ve iplik acilmasiyla birlikte serbest oligoniikleotitlerle
boyalarin ¢oklu stokiyometride, daha kararli ve daha yiiksek siddette etkilesime girdikleri

gorilmistiir.

Oligoniikleotit ve ¢ift iplik DNA’larin FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarla kovalent
olmayan etkilesimlerin kiitle spektrometrik yontemlerle tayinleri gerceklestirilmistir. FP-
3 kodlu perilen diimit tiirevi yapi ile etkilesimin gergeklesmedigi hem MALDI-MS hem
de ESI-MS yontemleriyle tespit edilmistir. Paladyum (II) ve platin(II) metallerini igeren
benzimidazol tiirevi PT-5 ve PT-6 kodu yapilar ile hem oligoniikleotit dizilerinin hem de
cift iplik DNA’larin farkli stokiyometrilerde etkilesimlerinin oldugu her iki kiitle

spektrometrik yontemle tespit edilmistir.

Kovalent olmayan komplekslere MALDI-MS yontemini uygulamak oldukg¢a zordur
clinkii zayif etkilesim kuvveti hem Ornek kristallesmesi hem de lazer
desorpsiyon/iyonlagtirma islemi sirasinda kararli kalmalidir [48]. MALDI’de analit ve
matriks molekiilleri, ¢6ziinme sart1 olmayan kuru bir ortamda birlikte bulunmaktadir. Bu
durum MALDI’yi kompleks olusumunu izlemek icin uygun bir yontem yapar. Bu
yontemde analit molekiilleri gaz fazinda iyonlagsmakta ve gaz fazinda tekrar bir araya
gelerek komplekslesme meydana gelmektedir. Ancak MALDI iyonlastirmasinda tek
yiiklii (singly charged) iyonlarin olusmas1 yiiksek molekiil agirlikli kompleksleri analiz
etmeyi kisitlamaktadir. Ayrica platin ve paladyum gibi yiiklii metallerin bagl oldugu
ligandlarin tek ylike inmesi MALDI mekanizmasi i¢in zor olabilir ve bu durum iyonlagma
verimini diisiiriiyor olabilir. Ote yandan MALDI’de gaz faz1 karasizlig1 ve lazer 15181
ornegin karasizligimi arttirmast da diisiik sinyal siddetlerinin = goriilmesinin
sebeplerindendir. Ayrica gaz fazindaki spesifik olmayan katyon katilmalar1 sebebiyle
kompleks kararlig1 ve sinyal siddetinin azaldigi tespit edilmis olup bu durumun ¢ozelti

fazin1 tam olarak yansitmadigi yorumu yapilmastir.
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Cizelge 4. 9. Oligoniikleotitlerin ve DNA’larin PT-5 ve PT-6 ile etkilesim

stokiyometrileri.

DS : boya
ON Kodu - ON .: b(?ya DS Kol boya DS bcTya eth{eslmlnde
bova kodu etkilesim kodu etkilesim bagil DNA
y stokiyometrisi stokiyometrisi baglanma
yiizdesi
ON3: PT-5 1:1,1:2
DS2 : PT-5 1:1,1:2 %75,27
ON4 : PT-5 1:1,1:2
ON11:PT-5 1:1
DS6 : PT-5 1:1 %29,57
ON12:PT-5 11
ON13:PT-5 1:1,1:2
DS7 : PT-5 1:1 %39,47
ON14:PT-5 1:1,1:2
ON7: PT-6 11
DS4 : PT-6 1:1,1:2 %61,25
ON8: PT-6 1:1,1.2
ON9: PT-6 1:1,1:2,2:2
DS5: PT-6 1.1 959,50
ON10: PT-6 1:1,1:2
ON11:PT-6 1:1,2:1
DS6 : PT-6 1:1 %6,10
ON12 : PT-6 1:1, 2:1, 2:2

ESI-MS yonteminde ise analit molekiilleri iyon kaynagina ¢ozelti fazinda birlikte giderek
iyonlagtirmaya ugramaktadir. Bu yontemde coklu yiiklenme (multiply charged) olmasi
yiiksek molekiil kiitleli yapilarin gézlenebilmesine imkan saglanmaktadir. Ancak ESI’da
coziinlirliiglin - diisik olmasiyla birlikte iyonlasma verimi azdir. Ayrica c¢oklu
yiiklenmenin bir sonucu olarak sinyal siddetlerinin diisiik olmasi ile karsilasilmaktadir.
Tez caligmast kapsamindaki analizler sonucunda elde edilen spektrumlardan da

goriilecegi iizere ¢ift iplik DNA’lar ile PT-5 ve PT-6 yapilarinin etkilesimlerine ait sinyal
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siddetleri oldukg¢a disiiktiir. Tek iplik oligoniikleotit dizileriyle etkilesimlerin sinyal
siddetlerinin ~10* mertebesinde oldugu goriilmekte olup bu etkilesimler ait iyonlarin ¢ift
iplik DNA-boya etkilesimlerine ait iyon sinyallerini baskilamis olabilecegi
diistintilmiistiir. Diger taraftan sodyum, potasyum gibi katyon katilmalari ile etkilesime
ait sinyallerin kararliliginin ve dolayisiyla sinyal siddetlerinin azaldigi goriilmistiir.
Literatiirde yer alan bir¢ok ¢alismada da oligoniikleotit-kii¢iik molekiil etkilesimleri i¢in
yapilan ESI-MS analizleri sonucunda ¢oklu yiikteki etkilesimlere ait sinyallerin oldukca
diisiik oldugu goriilmiistiir [3],[64],[66],[67],[99],[160].

MALDI-MS analizlerinde oldugu gibi ESI-MS analiz sonuglarindan da ¢ift iplik DNA
olusma veriminin diisiik oldugu goézlenmistir. Etkilesim calismalarinda kullanilan
oligoniikleotit iplikleri 6-10-12 mer uzunlukta olup ¢ift iplik DNA olusumunda tavlanma
siirecinde baz eslesmesinin yani sira iplikler arasi baglanmalar, kuvvetler ile kararli hale
gelecek uzunlukta iplikler olmamasi nedeniyle ¢ift iplik DNA olusma veriminin diisiik
oldugu yorumu yapilmistir. Sarmal kararliliginin diisiik olmasinin ¢ift iplik DNA’nin
acilarak oligoniikleotit dizilerinin ¢ozeltide serbest halde bulunmasina imkan verdigi ve
bu oligoniikleotitler ile boyalarin etkilesimlerinin ¢ift iplik DNA-boya etkilesimlerine
kiyasla daha kararl olduklar1 ve dolayisiyla daha yiiksek siddette sinyal verdikleri ayrica

0zglin etkilesimlerin yani sira ¢oklu stokiyometride de etkilesime girdikleri goriilmiistiir.

MALDI ve ESI kiitle spektrometresi analizlerinde gerek PT-5 gerekse PT-6 yapilarinin
her ikisinin de tiim baz birimleriyle etkilesime girdigi tespit edilmistir. Bu durum
literatiirde yer alan Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il) piridinplatin(I) kloriir
molekiiliinlin tiim baz birimleriyle etkilesime girdigini bildiren sonuglarla benzerlik

gostermektedir [68].

MALDI-TOF-MS ve ESI-QTOF-MS analizleri sonucunda tiim ¢ift iplik DNA’lar ile
etkilesim gergeklesmemis oldugu gorilmiistir. MALDI-MS’te DS-3-PT-5, DS-4-PT-5,
DS-4-PT-6, DS-5-PT-6, DS-6-PT-6 ve ESI-MS’te ise DS-2-PT-5, DS--6-PT-5, DS7-PT-
5, DS-4-PT-6, DS5-PT-6, DS-6-PT-6 etkilesimlerinin oldugu tespit edilmistir. PT-6
kodlu platin bagli ligandla DS-4, DS-5, DS-6 kodlu DNA’larin etkilesimleri her iki kiitle
spektrometrik yontemle de tayin edilebilmistir. Ancak etkilesim stokiyometrileri ve
sinyal siddetleri her iki yontemde fakli bulunmustur. Etkilesim tayinindeki bu farkli
sonuglarin nedenleri olarak daha Once detayli sekilde anlatildigi gibi iyonlagma

mekanizmalarindaki farklilik, tekli ve ¢oklu yiiklenme 6zellikleri, MALDI’de gaz fazinda
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kompleks olusumu, ESI’da ¢ozelti fazinda kompleks olusumu, ESI iyonlastirmanin
etkilesimler sonucunda olusan kompleks yapilarin iyonlagsmasina uygun bir yontem

olmamasi sayilabilir.

Coziicii perdelemesinin oldugu ortamda kovalent olmayan etkilesimler arasindan
ozellikle hidrofobik etkilesimler cok 6nemlidirler. Ozgiin olan etkilesimler, hidrofobik
kuvvetler ve van der Waals etkilesimleri {izerinden yiirlimektedir. Gaz faz1 metodlarinda,
kompleksin desolvasyona ugradigi ve yapisal olarak Kulombik, dipolar, hidrojen bagi ve
van der Waals kuvvetleri ile bir arada tutuldugu varsayilmaktadir. Hidrofobik
etkilesimlerin ise gaz fazinda kismen veya tamamen yok oldugu varsayilmaktadir.
Coziicii perdelemesinin olmadig1 ortamlarda elektrostatik ve dipolar etkilesimleri daha
kuvvetlidir. Coziicli uzaklastirildigi zaman, gaz fazindaki iyonlagsma sirasinda olusan
kompleks iyon-dipol etkilesimleri ile kararhiligini saglamaktadir. Ozgiin olmayan
kompleks olusumundaki etkilesimler elektrostatik kuvvetler {izerinden yiirlimektedir.
Genel olarak, kovalent olmayan etkilesimlerle olusmus komplekslerin gaz fazi kararliligi

ve ¢Ozelti faz1 kararliliklari arasinda bir iliski bulunmamaktadir [48].

Niikleik asit-boya etkilesimlerinin kiitle spektrometrik yontemlerle tayininde katyon
katilmalarin1 onleyerek analit iyonlarinin sinyal siddetini arttirmak i¢in inkiibasyon
ortami olarak amonyum asetat tamponu kullanilmis olsa da etkilesimler i¢in gerekli olan
fizyolojik ortami olusturmak i¢in inkiibasyon ortamina eklenen tuzlarin molekiiler
iyonlara ait sinyalleri baskilayarak sinyal siddetlerini diislirdiigii ve 6zgiin baglanmay1

azalttig1 goriilmiistiir.

MALDI-MS sonuglariyla uyumlu olarak ESI-MS analizleri sonucunda da yalnizca baz
dizilimi, G-C igerigi kiyaslamasi yaparak DNA baglanma kararliligi hakkinda kesin
kanaate varmak miimkiin olamamaktadir. Platin komplekslerinin paladyum
komplekslerine nazaran yiiksek siddette sinyal vermeleri MALDI sonuclariyla ve
literatiirle benzer sonuglarin elde edildiginin gostergesidir. Tiim etkilesim sonuglari
degerlendirildiginde platin ve paladyum bagh ligandlarin baz dizilimi segiciligiyle
etkilesime girmis olduklar1 tespiti yapilmistir. Paladyum (II) bilesiklerinin yiiksek
reaktivitesi nedeniyle ligand degisim kinetiginin ¢ok hizli olmasindan kaynakli olarak
platin komplekslerine kiyasla daha kararsiz kompleks olusturmasi nedeniyle diisiik sinyal

siddetine sahip etkilesim iyonlar1 olusturmustur.
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4.2.1.1.4. DS-5 kodlu cift iplik DNA ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin
etkilesimlerinin stokiyometrik olarak incelenmesi

Cift iplik DNA’lar ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin inkiibasyon ortamindaki
stokiyometrilerinin kompleks olusumu iizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla
boyalarin sabit derisimine karst DS-5 kodlu c¢ift iplik DNA’nin farkli derisim
oranlarindaki etkilesimleri MALDI-TOF-MS ile incelenmistir.

50 pmol/ul sabit boya derisimi ile DS-5:boya derisim orani olarak 0,04:1’den 2:1 oranina
kadar degisen (hacimce 1:1 oraninda) karigimlar hazirlanmis ve 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyona (10 mM amonyum asetat tamponu, 10 mM NaCl varliginda pH 7’de)
birakilmistir. 3-HPA matriksi ile analit:matriks orani hacimce 1:1 (on spot) olacak sekilde
hazirlanan 6rnekler MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI TissuetyperTM,
Almanya) kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek lineer ve reflektron
pozitif/negatif iyon modlarinda ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir.
Lineer pozitif modda alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu i¢in bu sonuglara yer

verilmigtir.

Farkli oranlardaki DS-5:FP-3 boya karigimlari i¢in pozitif iyon modunda yapilan analizler
sonucunda; FP-3 kodlu boyanin ile etkilesimin olmadig1 goriilmiis olup spektrumlara tez

metni kapsaminda yer verilmemistir.

Spektrumlarda PT-5 kodlu boyadan 2 sakkarinat anyonu ayrilmasiyla olusan yap1 olan
[C21NsH17Pd]?* yapis1 (Monoizotopik kiitlesi: 445,05 Da) PT-5 olarak anilmaktadir. PT-
6 kodlu boyadan 2 sakkarinat anyonu ayrilmasiyla olusan yap1 olan [C2:NsH17Pt]** yapist
(Monoizotopik kiitlesi: 534,11 Da) PT-6 olarak amlmaktadir. Iyonlasma sekillerinden

bagimsiz olarak DS-5-boya etkilesimleri degerlendirilmistir.

DS-5 ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda lineer pozitif iyon modda yapilan
analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.25.A, B ve C’deki spektrumlar incelendiginde;
0,04:1, 0,08:1 ve 0,2:1 derisim oranindaki karisimlar i¢in ¢ift iplik DNA ile etkilesimine
ait sinyal goriilememistir. Ancak DS-5’i olusturan eslenik ON-9 ve ON-10 kodlu
oligoniikleotitler ile PT-5’in 1:1 stokiyometrideki etkilesimleri gozlenmistir. Sekil
4.25.D, E ve F’de ise artan DNA derisimiyle (20pmol/ul’den 100 pmol/ul’ye) birlikte

hem oligoniikleotitler ile etkilesim stokiyometrilerinin arttigin1 (1:1 ve 1:2,
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oligoniikleotit:boya) hem de DS-5 ile PT-5’in 1:1 ve 1:2 stokiyometride etkilesime girdigi

ve ayrica etkilesimlere ait sinyal siddetlerinin arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4. 25. A) 0,04:1, B) 0,08:1 ve C) 0,2:1 derisim oranlarindaki DS-5-PT-5 etkilesimlerine ait lineer mod MALDI kiitle spektrumlart.
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Sekil 4.25. D) 0,4:1, E) 0,8:1 ve F) 2:1 derisim oranlarindaki DS-5-PT-5 etkilesimlerine ait lineer mod MALDI kiitle spektrumlari (devam
ediyor).
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DS-5 ile PT-6 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda lineer pozitif iyon modda yapilan
analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.26.A, B, C, D ve E’deki spektrumlar
incelendiginde ise; 0,04:1, 0,08:1, 0,2:1, 0,4:1 ve 0,8:1 derisim oranindaki karigimlar i¢in
cift iplik DNA ile etkilesimine ait sinyal goriilememistir. Bununla birlikte DS-5’1
olusturan eslenik ON-9 ve ON-10 kodlu oligoniikleotitler ile PT-5’in 1:1 ve 1:2
stokiyometrideki etkilesimleri ile ON9:PT-5"in 1:3 ve 1:4 stokiyometrideki etkilesimleri
de go6zlenmistir. ON-9 ile ¢oklu stokiyometrideki etkilesimlerin, oligoniikleotitin
dizilimindeki hem 3’ hem de 5’ ucunda yer alan ardisik iki adet GG ve bir adet A
iceriginden kaynakli olarak PT-6 ile baz se¢cimli meydana geldigi yorumu yapilmistir.
Sekil 4.26.E ve F’de ise artan DNA derisimiyle (50pmol/ul’den 100 pmol/ul’ye) birlikte
ON-9 kodlu oligoniikleotit ile etkilesim stokiyometrilerinin arttigin1 (1:1, 2:1, 2:2, 2:3,
2:4 ve 2:5 oligoniikleotit:boya) hem de DS-5 ile PT-6"nin 1:1 stokiyometride etkilesime

girdigi ve ayrica etkilesimlere ait sinyal siddetlerinin arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4. 26.A) 0,04:1, B) 0,08:1, C) 0,2:1 ve D) 0,4:1 derisim oranlarindaki DS-5-PT-6 etkilesimlerine ait lineer mod MALDI kiitle

spektrumlari.
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Sekil 4.26. E) 0,8:1, F) 1:1 ve G) 2:1 derisim oranlarindaki DS-5-PT-6 etkilesimlerine ait lineer mod MALDI kiitle spektrumlar1 (devam

ediyor).
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Paladyum (II) metali igeren PT-5 yapisinin DS-5 ile platin (II) metali igeren PT-6 yapisina
kiyasla daha fazla stokiyometride etkilesime girdigi goriilmistiir. Ancak etkilesimlere ait
sinyal siddetleri incelendiginde paladyum bagli iyonlara ait sinyal siddetlerinin 10*
mertebesinde platin bagli iyonlara ait sinyal siddetlerinin ise 10° mertebesinde oldugu
tespit edilmistir. Bu durumda literatiirle uyumlu olarak platin etkilesimlerinin paladyum
etkilesimlerine oranla daha kararli oldugu yorumu yapilabilmektedir. Ote yandan
spektrumlardan da goriilecegi ilizere oligoniikleotit iyonlarina ait sinyale siddetlerinin
oldukca yiiksek oldugu tespit edilmis olup ¢alisilan derisim oranlarinda ortamda halen
etkilesime girmemis serbest oligoniikleotitlerin baskin oldugu yorumu yapilmistir. Ayrica
DS-5’1 olusturan oligoniikleotit ipliklerinin 6 baz biriminden olugmalar1 nedeniyle
tavlanma siirecinde baz eslesmesinin diginda iplikler arasi baglanmalar1 artiracak
etkilesimlerin kuvvetli olmamasiyla birlikte tavlama siireci sonrasinda ipliklerin acildig1
ve kararli bir DNA yapis1 olusamadigi bunun sonucu olarak da DNA olugma veriminin

diistik oldugunu akla gelmektedir.

Analizlerden elde edilen sonuglardan etkilesimlerin baglanma sabitlerinin hesaplanmasi
amaglanmistir. Bu amagla, artan DNA:boya derisim oranlarindaki farklilikla birlikte hem
etkilesime ait sinyal siddetlerinin izlenerek etkilesime ait bagil iyon siddetinden yola
cikilarak etkilesim derisimlerinin hesaplanmasi hem de inkiibasyon ortaminda serbest
halde bulunan (etkilesime girmemis) boyalarin sinyal siddetlerinin izlenerek etkilesime
girmeyen boyalara ait bagil iyon siddetinden serbest boya derisimlerinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Ancak analizlerden elde edilen spektrumlarda, hem PT-5 hem de PT-6
kodlu boyalarin molekiiler iyonlarina ait sinyaller izlenemedigi i¢in ortamda etkilesime
girmeyen serbest halde bulunan boyalarin bagil iyon siddetleri izlenememistir. Bu

kisitlamadan kaynakli olarak DNA:boya baglanma sabiti hesaplamalar1 yapilamamastir.
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4.2.1.1.5. Inkiibasyon siiresinin ¢ift iplik DNA ve oligoniikleotitler ile FP-3, PT-5 ve
PT-6 kodlu boyalarin etkilesimleri iizerine etkisinin incelenmesi

Etkilesim siireci i¢in inkiibasyon siiresi dnemli bir parametredir. Inkiibasyon siiresinin
kompleks olusum miktarina etkisinin arastirilmasi i¢in 0-72 saat araliginda bir zaman
taramas1 deneyi planlanmistir. Etkilesimin denge konumuna gelinceye kadar gegen

stireye inkiibasyon siiresi denilmektedir.

DS-7 kodlu ¢ift iplik DNA diziliminde birden fazla ardistk GG ve GAG bazlarinin
bulundugu goriilmekte olup literatiir bilgisinden yola ¢ikilarak bu dizilimdeki DNA ile
coklu stokiyometride etkilesim olacagi ongoriilmiistiir. Bu amagla inkiibasyon siiresinin
etkilesim stokiyometrisi iizerine etkisinin incelenmesi i¢in DS-7 kodlu ¢ift iplik DNA

kullanilmistir.

DS-7 kodlu ¢ift iplik DNA ile FP-3, PT-5, PT-6 kodlu boyalarin etkilesimleri ve DS-7’yi
olusturan ON-13 ve ON-14 kodlu tek iplik oligoniikleotitler ile boyalarin etkilesimleri
tizerine inkiibasyon siiresinin etkisinin incelenmesi amaciyla 5’er pmol/ul oligoniikleotit
cozeltileri ve 5’er pmol/pul boya c¢ozeltileri hazirlanmis, tavlanma siirecinin ardindan DS-
7 ve boya ¢ozeltileri hacimce esit oranda (1:1) karistirilarak 37°C°de 0, 1, 6, 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyona birakilmistir. 3-HPA matriksi ile analit:matriks oran1 hacimce 1:1 (on
spot) olacak sekilde hazirlanan 6rnekler MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX
MALDI TissuetyperTM, Almanya) kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek
lineer ve reflektron pozitif/negatif iyon modlarinda ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak
analiz edilmistir. Lineer pozitif modda alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu i¢in bu

sonuglara yer verilmistir.

Farkli inkiibasyon siiresindeki DS-7-FP-3 boya karisimlar i¢in pozitif iyon modunda
yapilan analizler sonucunda; FP-3 kodlu boyanin ile hi¢bir zaman araliginda etkilesimin

olmadig1 goriilmiis olup spektrumlara tez metni kapsaminda yer verilmemistir.

Spektrumlarda PT-5 kodlu boyadan 2 sakkarinat anyonu ayrilmasiyla olusan yap1 olan
[C21NsH17Pd]?* yapis1 (Monoizotopik kiitlesi: 445,05 Da) PT-5 olarak anilmaktadir. PT-
6 kodlu boyadan 2 sakkarinat anyonu ayrilmasiyla olusan yapi olan [C21NsH17Pt]?* yapisi
(Monoizotopik kiitlesi: 534,11 Da) PT-6 olarak amlmaktadir. Iyonlasma sekillerinden

bagimsiz olarak DS-7-boya etkilesimleri degerlendirilmistir.
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Sekil 4.27°deki spektrumlar incelendiginde; DS7-PT-5 etkilesimlerine ait sinyal
gozlenememistir. Ancak ON-13 ve ON-14 kodlu oligoniikleotitler ile farkli
stokiyometrilerde etkilesimlerin oldugu tespit edilmistir. DS-7-PT5 etkilesimine ait
sinyal olmamas1 DS-7 olugsma veriminin diisiik oldugu ve sarmal kararliliginin diisiik
olmasi sebebiyle ¢ift iplik DNA’nin agildigi ve ¢ozeltide bulunan serbest haldeki

oligoniikleotitler ile PT-5 etkilesimlerinin oldugu sonucuna varilmaistir.
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Sekil 4. 27. A) DS7’nin kiitle spektrumu, B) 0 saat ve C) 1 saat inkiibasyon siiresi
sonundaki DS7-PT-5"in 1:1 etkilesimlerine ait lineer mod MALDI kiitle spektrumlari.
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Sekil 4.27. D) 6 saat E) 24 saat, F) 48 saat ve G) 72 saat inkiibasyon siiresi sonundaki DS7-PT-5’in 1:1 etkilesimlerine ait lineer mod

MALDI kiitle spektrumlari (devam ediyor).
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Sekil 4.27.C’deki spektrumdan goriilecegi tizere ON-13 ile PT-5"in 1 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda 1:1, 1:2 ve 1:3 stokiyometride etkilesime girdigi, D, E, F ve G’deki
spektrumlardan goriilecegi tlizere 6, 24, 48 ve 72 saat sonunda halen bu
stokiyometrilerdeki etkilesimlere ait sinyallerin bulundugu tespit edilmistir. Ayrica 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 1:4 stokiyometride ON-13-PT-5 etkilesimi de
gbzlenmistir. 1:1 stokiyometrideki etkilesim miktarinda 1. saatten sonra 24. saate kadar
onemli bir artis oldugu, 24. saatte etkilesimin maksimum miktarina ulastigi, 24. saatten
sonra kompleks miktarinin azaldig1 goriilmistiir. Bununla birlikte zamana artisiyla ¢oklu
stokiyometrilerdeki kompleks olusumlarinda artis gozlenmis olup bu artisla birlikte 1:1

stokiyometrideki etkilesimin miktar1 zamanla azalmstir.

Sekil 4.27.C ve D’deki spektrumlardan goriilecegi tizere ON-14 ile PT-5"in 1 ve 6 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 1:2 stokiyometride etkilesime girdigi, E, F ve G’deki
spektrumlardan goriilecegi lizere 24, 48 ve 72 saat sonunda 1:1 ve 1:2 stokiyometrilerdeki
etkilesimlere ait sinyallerin bulundugu tespit edilmistir. 1:1 stokiyometrideki etkilesimin
24. saatten sonra olustugu ve burada en yiiksek miktarina ¢iktigi, 24. saatten sonrasinda
etkilesim miktarinda yaklasik 2 kat kadar bir azalis oldugu goriilmiistiir. Ayrica zamanla

birlikte coklu stokiyometrilerdeki kompleks olusumlarinda artis gézlenmistir.

Spektrumlarda gozlenen sinyal alanlari (ya da bagil siddet) olusan kompleks miktariyla
iligkilidir. Sekil 4.27’deki spektrumlardaki sinyal alanlarindan yola ¢ikilarak 1:1
stokiyometrideki olusan kompleks miktarlari belirlenmistir. Cizelge 4.10°da DS-7-PT-5,
ON-13-PT-5 ve ON-14-PT-5’in 1:1 stokiyometrideki etkilesimlerinin inkiibasyon siiresi

sonunda olusan sinyal alanlar1 (bagil siddet) toplu olarak verilmistir.
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Cizelge 4. 10. Niikleik asit:PT-5 etkilesimine ait sinyal alaninin inkiibasyon siiresine gore

degisimi.
Inkiibasyon siiresi

Niikleik
asit:PT-5 0 saat 1 saat 6 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Etkilesimi
DS-7:PT-5 Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim
etkilesimi tespit tespit tespit tespit tespit tespit
(1:1 edilmedi. | edilmedi. | edilmedi. | edilmedi. | edilmedi. | edilmedi.
stokiyometri)

il':zf" ON-13:PT-5 | Etkilesim

. etkilegimi tespit 5,53x10* | 5,00x10* | 8,60x10% | 2,73x10% | 4,39x10*

(bagil . . .

siddeti) (1.1. . edilmedi.
stokiyometri)
ON-14:PT-5 Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim Etkilesim
etkilesimi tespit tespit tespit 7,71x10* | tespit 3,73x104
(1:1 edilmedi. | edilmedi. | edilmedi. edilmedi.
stokiyometri)

DS-7-PT-6 etkilesimlerinin yer aldig1 Sekil 4.28’deki spektrumlar incelendiginde; DS-7-
PT-6 etkilesimlerine ait sinyal gozlenememistir. Ancak ON-13 ve ON-14 kodlu
oligoniikleotitler ile farkli stokiyometrilerde etkilesimlerin oldugu tespit edilmistir. Daha
once de belirtildigi tizere DS-7 olusma veriminin diisiik olmasi1 sebebiyle sarmal kararsiz
ve ¢ift iplik DNA’nin acilmis ve ¢ozeltide bulunan serbest haldeki oligoniikleotitler ile

PT-6"nin etkilesime girdigi sonucuna varilmistir.

Sekil 4.28. B, C, D, E, F, G’deki spektrumlardan goriilecegi tizere ON-13 ile PT-6’nin 0.
saatten 72. saatte kadar 1:1 stokiyometride etkilesime girdikleri, 1:1 stokiyometrideki
etkilesimin yani sira 1. saat sonunda 1:2, 1:3 stokiyometrilerde, 6. saat sonunda 1:4, 24.
saat sonunda 1:5, 48. saat sonunda 1:6 ve 72. saat sonunda 1:7 stokiyometride etkilesime
girdikleri tespit edilmigtir. 1:1 stokiyometrideki etkilesim miktarinda karistirildiklart
andan (0. saat) itibaren etkilesim olugmakta olup 24. saate kadar dnemli bir artis olmadan
neredeyse ayni miktarda kompleks olusumu oldugu ve 24. saatten sonra kompleks
miktarinda onemli bir azalis olmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte zamana artisiyla
coklu stokiyometrilerdeki kompleks olusumlarinda artis gozlenmistir. 48. saatte 1:1
stokiyometride anlamli miktarda kompleks olusmamasi deneysel hata veya bu saatte

coklu stokiyometrilerde olusan diger komplekslerin baskilamasi olarak diisiintilmiistiir.
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Sekil 4.28.B, C, D, E, F, G’deki spektrumlardan goriilecegi tizere ON-14 ile PT-6"nin 0.
saatten 72. saatte kadar 1:1 stokiyometride etkilesime girdikleri, 1:1 stokiyometrideki
etkilesimin yani sira 1. saat sonunda 1:2, 1:3 stokiyometrilerde, 6. saat sonunda 1:4, 24.
saat sonunda 1:5, 48. saat sonunda 1:6 stokiyometride etkilesime girdikleri tespit
edilmistir. 1:1 stokiyometrideki etkilesim karistirildiklart andan itibaren (0. saat)
olugsmakta ve 24. saate kadar artmaktadir. 24. saatte en yiiksek miktarina ulagan kompleks
72. saate kadar azalma egilimindedir ve 72. saatte kompleks miktarinda yaklasik 2 kat
azalma olmustur. Bununla birlikte ¢oklu stokiyometrilerdeki kompleks olusumlarinda
artis gozlenmistir. 6. ve 48. saatlerde 1:1 stokiyometride kompleks olusum miktarinda
sapmalarin olmasi deneysel hata veya bu saatlerde ¢oklu stokiyometrilerde olusan diger

komplekslerin baskilamasi olarak diistiniilmistiir.

Cizelge 4.11’de DS-7-PT-6, ON-13-PT-6 ve ON-14-PT-6’nin 1:1 stokiyometrideki
etkilesimlerinin inkiibasyon siiresi sonunda olusan sinyal alanlar1 (bagil siddet) toplu

olarak verilmistir.
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Sekil 4. 28. A) DS7’nin kiitle spektrumu, B) 0 saat ve C) 1 saat inkiibasyon siiresi sonundaki DS7-PT-6"nin 1:1 etkilesimlerine ait lineer

mod MALDI kiitle spektrumlari.
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Sekil 4.28. D) 6 saat E) 24 saat, F) 48 saat ve G) 72 saat inkiibasyon siiresi sonundaki DS7-PT-6’nin 1:1 etkilesimlerine ait lineer mod

MALDI kiitle spektrumlari1 (devam ediyor).
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Cizelge 4. 11. Niikleik asit:PT-6 etkilesimine ait sinyal alaninin inkiibasyon siiresine gore

degisimi.
inkiibasyon siiresi
Niikleik
asit:boya
oo 0 saat 1 saat 6 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Etkilesimi
DS-7:PT-6 o I - o I I
ctkilesimi Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim | Etkilesim
( 1_? tespit tespit tespit tespit tespit tespit

. . edilmedi. | edilmedi. | edilmedi. | edilmedi. | edilmedi. | edilmedi.
stokiyometri)

Sinyal ON-13:PT-6

alam etkilesimi Rsilesim
. 3 6,07x10* 4,71x10° 1,85x10° 8,38x10* tespit 9,78x104
(bagil 'S edilmedi

siddeti) | stokiyometri)

ON-14:PT-6
etkilesimi
(1:1
stokiyometri)

6,73x10% | 2,47x10° | 1,35x10° | 2,67x10° | 2,01x10* | 1,70x10°

Deneysel c¢alismalar sonucunda 6zgiin 1:1 stokiyometrideki tiim etkilesimler igin

optimum inkiibasyon siiresi 24 saat olarak bulunmustur.

Bu c¢alismada yalnmizca 1:1 stokiyometrideki etkilesime ait olusma miktarlar
degerlendirilmistir. Spektrumlardan goriilecegi iizere inkiibasyon stiresi arttikca 6zgiin
olan 1:1 stokiyometrideki etkilesimlerin yaninda baz se¢imli etkilesimlerin meydana
gelmesiyle c¢oklu stokiyometrilerde de etkilesimler gerceklesmistir.  Farkli
stokiyometrilerdeki etkilesimlerin zaman ile birlikte artmasiyla 6zgiin stokiyometride
etkilesim olugma miktart azalmistir. Ayrica kompleks yapisinda zamanla birlikte olusan
ilave kuvvetlerle de (H bagi, yiik-dipol etkilesimleri gibi) etkilesimlerin kararliliginin

artmis oldugu diisiiniilm{isttir.
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4.2.1.2. Oligoniikleotitler ile PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin iyon
hareketliligi  kiitle spektrometresi (IM-MS) ile analizleri ve konformasyonel
degisikliklerin incelenmesi

Kiitle spektometrisi yonteminde ayni kiitle/yiik oranina sahip olan farkli tiirlerin ayirt
edilmesi miimkiin olmamakta olup iyon hareketliligi ile kiitle spektrometrisinin birlestigi
sistemde bu tiirlerin ayirt edilebilmesi, yap1 aydinlatma ve kimyasal izomerlerin
belirlenmesi ¢alismalar1 da gerceklestirilebilmektedir. Bu sistemde es zamanli olarak hem
iyonlarin kiitleleri belirlenebilmekte hem de yapisal olarak farkli ancak ayni kiitle/ytlik
oraninda olan iyonlar kesin olarak analiz edilebilmektedir. Bu teknik iyonun ytikiine,
bliytikliigline ve sekline biiylik oranda bagli olup bu teknikle yapilan analizler neticesinde

iyonlarin yapisal 6zellikleri hakkinda bilgi elde edilmektedir [139].

Tuzaklamali iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi ile iyonlarin boyut/yiik oranina gére
ayrimlar1 gerceklestirilmektedir. Iyonun elektriksel alanda inert bir gaz yardimiyla
stiriiklenme tiiplinde gecirdigi zaman OSlgiilmekte ve iyonlarin tiip igerisinde kaldiklart
stire boyunca olusturduklar1 yapinin sekilsel ve boyutsal olarak bilgisi saglanmaktadir.
Seklen biiyiik olan iyonlar elektriksel alanda daha az tutulurlar ve daha hizli hareket
ederler bu sebeple ¢ikis hunisine daha yakindirlar ve kiitle analizoriine en erken ulasirlar.
Seklen kiigiik olan iyonlar ise elektriksel alanda daha c¢ok tutulduklari igin kiitle
analizoriine en geg ulasirlar. Siiriiklenme tilipiinii terk ederek kiitle analizoriine en erken
ulasan seklen biiyiik iyonlar daha once analiz edilen iyonlardir ve daha biiytlik etkin
carpisma kesiti degerine sahiptirler. Molekiiliin ii¢ boyutlu yapisi hakkinda bilgi

edinilebilmesi amaciyla etkin ¢arpisma kesiti degerlerine bakilmalidir.

Kompleks olusumu hem DNA'da hem de ligandlarda degisen derecelerde
konformasyonel degisikliklerle sonuglanmaktadir [54]. Ayn1 molekiil kiitlesine sahip
farkli dizilimdeki ON-7 ve ON-8 kodlu oligoniikleotitlerin konformasyonel olarak
farkliliklarinin ve bu oligoniikleotitlerin eslesmesi ile olusan DS-4 kodlu ¢ift iplik DNA
ile PT-5 ve PT-6 kodlu boylarin etkilesimlerinin konformasyonel olarak incelenmesi
amaciyla TIMS-TOF-MS analizleri gergeklestirilmistir. 100 pmol/ul oligoniikleotit stok
cozeltilerinden 10 mM amonyum asetat tamponu (10 mM NaCl varliginda pH 7°de) ile
seyreltilerek 5 pmol/ul derisimde ON-7 ve ON-8 kodlu oligoniikleotitler, ON-7 ve ON-8
kodlu birbirleriyle eslenik olan oligoniikleotitlerin tavlanmasi sonucunda elde edilen 5
pmol/ul derisimde DS-4 kodlu ¢ift iplik DNA hazirlanmistir. 1,0 mg/ml derisimde
hazirlanan stok PT-5 boya ¢ozeltisinden 10 mM amonyum asetat tamponu (10 mM NacCl
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varliginda pH 7°de) ile seyreltilerek 5 pmol/pul derisimde boya ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Daha sonra hacimce 1:1 olacak sekilde hazirlanan oligoniikleotit:boya 6rnekleri 37°C’de
24 saatlik inkiibasyon sonrasinda Bruker Daltonics (Almanya) firmasinin Trapped Ion
Mobility Spectrometry-Tuzaklamali Iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi (TIMS-
QTOF-MS) cihazi kullanilarak analiz edilmistir. ESI-IM-TOF-MS analizleri i¢in 6rnek
cozeltileri 3,0 pl/dk. akis hizinda direkt enjeksiyon yontemiyle ESI kaynagma
gonderilmis ve 2 dakika boyunca veriler kayit altina alinmistir. Analizler 6ncesinde,
tuzaklamali1 iyon hareketliligi (TIMS) ve kiitle analizor (TOF) 6l¢timlerinin her ikisinin
de kalibrasyonu saglanmistir. Kiitle spektrumlart pozitif iyon modunda kayit altina
alimmistir. Analizler i¢in optimize edilen ESI-IM-TOF-MS parametreleri Cizelge 4.12°de

verilmistir.

Cizelge 4. 12. Optimize edilen ESI-IM-TOF-MS parametreleri.

Iyonlasma modu Pozitif

Gaz sicakligt 180 °C
Kurutucu gaz 5.0 L/min.
Nebulizor gaz 0.4 bar
Kapiler voltaj 4500 V
Tuzak hiicresi ¢arpisma enerjisi 15.0 eV
Kiitle aralig1 300-3000 m/z
Spektrum Hizi (spectra rate) 3.28 Hz

1/Ko araligt 0.54-1.94 V.slcm?
(indirgenmis iyon hareketliligi sabitinin tersi)

Tuzaklama zamani 300.0 ms

Kiitle spektrumunda goézlenen her bir iyondan elde edilen ekstrakte edilmis iyon
mobilogramlarindan (extracted ion mobilogram) yola ¢ikilarak etkin ¢arpisma kesiti-CCS
degisimleri degerlendirilmistir. Cizelge 4.13’te oligoniikleotit ve ¢ift iplik DNA’ya ait

kiitle/yiik degeri, konformer sayisi, etkin ¢arpigma kesiti degerleri topluca verilmistir.

Sekil 4.29°da yer alan etkin ¢arpisma kesiti grafikleri incelendiginde; A’da ON7 kodlu
oligoniikleotitin m/z degeri 598,11 olan +3 yiiklii iyonu 2 farkli konformer icermekte olup
bunlar baskin olan 7 numarali kompakt konformer ve 8 numarali genis konformerlerdir.
B’de ONS kodlu oligoniikleotitin m/z degeri 598,11 olan +3 yiiklii iyonu 5 kodlu kompakt
tek konformer igermektedir. C’de m/z degeri 1195,22 olan DS-4’¢ ait +3 yiiklii iyonun
ise tek kompakt konformeri oldugu goriilmektedir. D’de m/z degeri 598,11 olan +3 yiiklii
iyonun 2 farkli konformer igerdigi ve bu konformerlerin DS-4 ¢ift iplik DNA’nin
icerisinde bulunan serbest haldeki oligoniikleotit karistmina ait oldugu belirlenmistir.

Ortamda ONB8’deki kompakt tek konformerin baskin oldugu ve ON7°deki genis
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konformer ile karisim halinde bulundugu ve karigim halindeki 9 numarali bu konformerin

ON7’deki 7 numarali kompakt konformerden daha yogun oldugu goriilmiistiir.

DS-4’1i olusturan baz dizilimleri incelendiginde 6 baz ¢iftinden olusan ¢ift sarmalin 4 baz
ciftinin guanin-sitozinden olustugu goriilmektedir. Burada G-C baz ciftleri arasindaki 3
hidrojen bagi ve A-T baz ciftleri arasinda olusan 2 hidrojen bagi ile molekiil igi
etkilesimlerin kuvvetlenmesinin etkisiyle yap1 daha dar bir alan1 kaplayan bir adet
kompakt yapida konformer olusturmus olabilecegi diisiiniilmiistiir. Etkin ¢arpisma kesiti
degerleri de bu yorumu desteklemektedir. DS-4’1i olusturan ON7 kodlu oligontikleotitin
2 konformerinin etkin ¢arpisma degerleri sirastyla 445,00 A2 ve 464,00 A2ve ONS8 kodlu
oligoniikleotitin tek konformerinin etkin c¢arpigsma degeri 466,20 A?dur. Bu iki
oligoniikleotit diizlemsel sekilde birbirleriyle birlesmis olsalard1 DS-4 i¢in etkin ¢arpisma
kesiti degerinin 911,20-930,20 A2 araliginda olmasi beklenirdi ancak, DS-4 i¢in olusan
tek konformerin etkin ¢arpigma kesiti degeri 581,40 A2 bulunmustur. 581,40 A20lan etkin
carpisma kesiti degeri oligoniikleotitlerin birbirleriyle etkilesime girerek yapiyi kiiciiltiip

cift sarmal haline getirdiginin bir gostergesidir.
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Sekil 4. 29. A)ON7 kodlu oligoniikleotite ait +3 yiiklii iyonun, B)ONS kodlu
oligontikleotite ait +3 yiiklii iyonun, C)DS-4 kodlu ¢ift iplik DNA’ya ait +3 yiiklii iyonun
ve D) DS-4 kodlu ¢ift iplik DNA’nin i¢indeki serbest haldeki +3 yiiklit ON7 ve +3 yiikli

ONB8 kodlu oligoniikleotit iyonlarinin karisimina ait etkin ¢arpisma kesiti grafikleri.

Sekil 4.30°da yer alan etkin carpisma kesiti grafikleri incelendiginde; A’da [ON-7+2H*]*
iyonunun yaklasik 3 konformere sahip oldugu goriilitken B’de ON-7 ile boya
etkilesmesiyle meydana gelen kompleks olusumuyla birlikte yapida bir biiyiime
gerceklesmekte, CCS degeri artmakta, yap1 2 konformere indirgenmekte olup yapida bu
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konformerlerden genis konformerin daha baskin oldugu gozlenmektedir. Cizelge

4.13’teki etkin ¢arpisma kesiti degerlerindeki artis da bu yorumu desteklemektedir.

x108 32 ON7_TIMS_ON.d: EIM 896.6644 2+ All MS, 0.0-2.0 min
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Sekil 4. 30. A)ON-7 kodlu oligoniikleotite ait +2 yiiklii iyonun ve B)[ON-7+[PT-5-

2(sac)]?*]?* iyonun etkin carpisma kesiti grafikleri.

Sekil 4.31°de yer alan etkin ¢arpisma kesiti grafikleri incelendiginde; B’de ON-7 kodlu
oligoniikleotit ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimi sonrast ON-7’ye bir adet boya
katilmasiyla olusan +3 yiiklii [ON-7+[PT-5-2(sac)]**]**+H" iyonuna ait grafikte 2 farkli
konformerin oldugu ve her iki konformerin de bagil olarak benzer bolluklarda oldugu
goriilmektedir. Yapiya bir adet boya katilmasiyla A’da yer alan ON-7 kodlu
oligoniikleotitin m/z degeri 598,11 olan +3 yiiklii iyonuna ait 8 numarali genis
konformere denk gelen B’deki 6 numarali genis konformerin etkilesimle birlikte
ortamdaki bollugunun arttig1 goriilmektedir. ON-7 ile boya etkilesmesiyle birlikte yapida
bir biiylime ger¢ceklesmekte ve daha baskin olan kompakt konformer yerine etkilesimde
genis konformenin bagil olarak bollugunun artarak kompakt konformer ile benzer bolluga

eristigi goriilmiistiir.
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Sekil 4. 31. A)ON-7 kodlu oligoniikleotite ait +3 yiiklii iyonun ve B)[ON-7+[PT-5-
2(sac)]*"1"H* iyonun etkin ¢arpisma kesiti grafikleri.

Sekil 4.32°de yer alan etkin carpisma kesiti grafikleri incelendiginde; A’da [ON-8+2H*]*
iyonunun 2 konformere sahip oldugu goriiliirken B’de ON-8 kodlu oligoniikleotit ile PT-
5 kodlu boyanin etkilesimi sonrasi ON-8’e bir adet boya katilmasiyla olusan +2 yiikli
[ON-8+[PT-5-2(sac)]**]*" iyonuna ait grafikte kompleks olusumuyla birlikte yapinin
daha biiyiik etkin ¢arpisma kesiti degerine kaydig1 yani yapinin biiyiidiigli ve genisledigi,

her iki konformerin de bagil olarak benzer bolluga eristigi gozlenmistir.
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Sekil 4. 32. A)ON-8 kodlu oligoniikleotite ait +2 yiiklii iyonun ve B)[ON-8+[PT-5-

2(sac)?*]?" iyonun etkin carpisma kesiti grafikleri.

Sekil 4.33’te yer alan etkin carpisma kesiti grafikleri incelendiginde; A’da [ON-8+3H"]%*
iyonunun baskin tek konformere sahip oldugu goriilirken B’de ON-8 kodlu
oligoniikleotit ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimi sonrast ON-8’e¢ bir adet boya
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katilmasiyla olusan +3 yiikli [ON-8+[PT-5-2(sac)]>*]**+H* iyonuna ait grafikte
kompleks olusumuyla birlikte yapida iki konformer olustugu gézlenmistir. Olusan bu iki
konformerden kompakt olanin daha baskin oldugu goriilmiistiir. Bu sonugla birlikte
oligontikleotite boya katilmasiyla birlikte yapinin daralarak daha kompakt sekilde
biiylidiigli yorumu yapilmustir.

ot 5 ONB8_TIMS_ON.d: EIM 598.1095 3+ All MS, 0.0-2.0 min
i
! | A
: /ﬁ \ [ON-8+3H*)3*
05 J \
[
P '
2 \
b 09 J ———
E x;n‘ 6 ONS_PT5_TIMS_ON.d: EIM 745.7913 3+ All MS
B
, [ON-8+[PT-5-2(sac)]2*]+H*
0.5
0.0

400 500 600 700 600 900 1000 1100 ccs [Az)

Sekil 4. 33. A)ON-8 kodlu oligoniikleotite ait +3 yiiklii iyonun ve B)[ON-8+[PT-5-
2(sac)]?*1?*+H" iyonun etkin carpisma kesiti grafikleri.

Sekil 4.34’te yer alan etkin carpisma kesiti grafikleri incelendiginde; A’da [ON-7+2H"]%*
iyonunun yaklasik 3 konformere sahip oldugu goriilirken B’de ON-7 ile boya
etkilesmesiyle meydana gelen kompleks olusumuyla birlikte yine 3 konformer olustugu
gozlenmistir. Oligoniikleotite bir adet boya katilmasi oldugunda kompakt konformere

kiyasla orta konformerin daha baskin oldugu ve konformer bolluklarinin degistigi yorumu

yapilmistir.
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Sekil 4. 34. A)ON-7 kodlu oligoniikleotite ait +2 yiiklii iyonun ve B)[ON-7+[PT-6-
2(sac)]?*1?* iyonun etkin carpisma kesiti grafikleri.

Sekil 4.35°te yer alan etkin ¢arpisma kesiti grafikleri incelendiginde; A’da [ON-8+2H*]?*
iyonunun 2 konformere sahip oldugu goriiliirken B’de ON-8 kodlu oligoniikleotit ile PT-
5 kodlu boyanin etkilesimi sonrast ON-8’e bir adet boya katilmasiyla olusan yapinin
baskin olan tek bir konformere indirgendigi goézlenmektedir. Oligoniikleotite bir adet

boya katilmasiyla olusan kompakt konformerin bollugunun degistigi yorumu yapilmistir.
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Sekil 4. 35. A)ON-8 kodlu oligoniikleotite ait +2 yiiklii iyonun ve B) [ON-8+[PT-6-

2(sac)]?*]?* iyonun etkin carpisma kesiti grafikleri.

Sekil 4.36°da yer alan etkin carpisma kesiti grafikleri incelendiginde; A’da [DS-4+3H"]3*
iyonuna ait tek bir konformerin (CCS=581,40 2\2) oldugu, B’de DS-4 kodlu ¢ift iplik
DNA ile PT-6 kodlu boyanin etkilesimi sonrast olusan +3 yiikli [DS-4+[PT-6-

2(sac)]*"1**+H" iyonuna ait grafikte DNA’ya bir adet boya katilmasiyla yapmin daha
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genis tek bir konformere (CCS=624,10 AZ) dontistiigli gozlenmistir. C’de ise DS-4’e 2
adet boya katilmasiyla olusan [DS-4+2[PT-6-2(sac)]>*]?*-H* iyonuna ait tek bir
konformer (CCS=661,30 AZ) olustugu ancak bu konformerin B’deki tek boya
katilmasiyla olusan konformer kadar genis olmadig1 goriilmiistiir. Etkin ¢arpisma kesiti
degerlerinden de goriilecegi lizere ikinci boya katilmasiyla birlikte ¢ok Onemli bir
biliylime olmadigi, yapinin daha az biiylidiigii gézlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
birinci boya katilmasimnin elektrostatik etkilesimle DS-4’iin dis yiizeyine baglanmis
oldugu ve boylelikle genis bir konformer elde edilmis oldugu, ikinci boya katilmasinin
ise DS-4 c¢ift zincirine girerek etkilesim olusturdugu ve sarmal yapisini genisletmis
oldugu ancak birinci boya katilmasina nazaran yapida daha az biiylimeye yol actig1

yorumuna varilmigtir.
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Sekil 4. 36. A)[DS-4+3H']%" iyonun, B) [DS-4+[PT-6-2(sac)]?*]>"+H" iyonun ve C) [DS-
4+2[PT-6-2(sac)]**]?*+H" etkin carpisma kesiti grafikleri.

Bu boliimde iyon hareketliligi kiitle spektrometrisi yontemiyle yapilan analizler
sonucunda; yapilarin farkl yiiklerde farkli konformerlere sahip olabildigi ve bunlarin da
farkli konformasyonel 6zellikler gosterdigi gézlenmistir. Ayn1 molekiil kiitlesine sahip
ancak farkli dizilimdeki oligoniikleotitlerin farkli konformasyonel o6zelliklere sahip
olduklari, birbirleriyle eslenik olan bu oligoniikleotitlerin ¢ift iplik DNA yapisina farkli
katkilarinin bulundugu, bunlarin boyalarla etkilesimlerinde baz dizilimi seciciligiyle
birlikte etkilesimlere ait kompleks yapilarda farkli konformasyonel 6zelliklerin olustugu,
DNA ile birden fazla boya etkilesiminde her bir boya icin esit konformasyonel katkinin
olmadig1 seklinde bulgular elde edilmistir.
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MALDI-MS ve ESI-MS spektrumlarinda etkilesim iyonlarina ait sinyallerin siddeti
diisiik bulunmustu ancak ayni yapilara ait iyon hareketliligi kiitle spektrometresi ile alinan
sonuglar degerlendirildiginde niikleik asit:boya etkilesimleri sonucunda daha biiyiik etkin
carpisma kesiti (CCS) degerine sahip farkli konformerlerin olustugu ve ayrica c¢oklu
stokiyometride etkilesimlerin farkli konformer ve CCS degerlerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu tespitten yola ¢ikilarak her ne kadar kiitle spektrumlarindaki etkilesim
iyonlarina ait sinyal siddetleri diisiik olsa da iyon hareketliligi kiitle spektrumlarindaki
etkilesimlere ait her bir iyondan ekstrakte edilmis iyon mobilogramlarindan tiiretilen
etkin ¢arpisma kesiti grafikleri okunarak etkilesimler sonucunda farkli konformerler
olustugu ve daha biiyiik CCS degerleri elde edildigi bulgulari niikleik asitler ile boyalarin
etkilesime girdiklerini desteklemektedir. Boylelikle niikleik asitlerle kiigiik molekiillerin
etkilesimlerinin iyon hareketliligi kiitle spektrometrisi yontemiyle rahatlikla tayin

edilebilecegi sonucuna varilmstir.
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Cizelge 4. 13. Oligoniikleotit ve ¢ift iplik DNA’ya ait kiitle/yiik degeri, konformer sayzsi,

etkin carpigma kesiti degerleri.

[ON-7+[PT-5-2(sac)]2*]*+H*

Tek iplik Etkin Carpisma
oligoniikleotit & | Yiik Kiitle/Yiik (m/z) Konformer sayisi Kesiti degeri
Cift iplik DNA (CCS, A?)
kodu
445,00
595,11 2 (7 numarali)
3 [ON-7+3H*]3* (7 ve 8 numaral) @ iﬁiigfah)
388,80
ON-7 896 66 (32 numaral1)
' 3 398,50
2 ) 24 (32,33ve 34 (33 numaral)
[ON-7+2H7] numaralr) 406,70
(34 numarali)
598,11
1 466,20
o +13+ 1
e [ar-+3H ] (5 numarali) (5 numarali)
ON " 390,90
' 2 (8 numarali)
“ [ON-8+2H*]? (8 ve 9 numarali) © igiiiroah)
1195,22
581,40
DS-4 3+ 1 ’
3 [DS-4+3H%] (11 numaral) (11 numarali)
DS-4"iin icindeki 59811 . 443’101
serbest haldeki : (8 numaralr)
ON-7 ve ON-8 +13+ _ 2
kodlu 3 [ON_7:2'_]|+]3\16 [ON (8 ve 9 numaralr) 461,70
oligoniikleotitler (9 numarali)
416,10
1118,18 4 (15 numaralr)
_ i~ 2+]2+
2 [ON-7+[PT-5-2(sac)]**] (15 ve 16 numaral) 429,80
(16 numaralr)
ON-7-PT-5 488.90
745 46 , (5 numarali)
3 (5 ve 6 numarali) 511,90

(6 numaralr)
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Cizelge 4.13. Oligoniikleotit ve ¢ift iplik DNA’ya ait kiitle/yiik degeri, konformer sayzsi,

etkin ¢arpigma kesiti degerleri (devam ediyor).

Tek iplik Etkin Carpisma
oligoniikleotit & . .. .. Kesiti degeri
Cift iplik DNA Yiik Kiitle/Yiik (m/z) Konformer sayist (CCS, A?)
kodu
422,80
1118,18 9 (12 numaral1)
_ i~ 2+712+
5 [ON-8+[PT-5-2(sac)]?*] I(liil\;iil?; 431.50
(13 numaral1)
ON-8-PT-5 485,40
(6 numarali)
3 745,79 2(6ve7
numaralr) 504,80
[ON-8+[PT-5-2(sac)]?*]>*+H* (7 numarali)
421,80
(3 numarali)
1162,71 3 433,50
ON-7-PT-6 (4 numarali)
2 [ON-7+[PT-6-2(sac)]?*]> éﬁﬁa‘;zlf)
445,90
(5 numarali)
1162,21
ON-8-PT-6 2 ! (1 ﬁjigroah)
[ON-8+[PT-6-2(sac)]?*]* (10 numarali)
1372,59
DS-4-PT-6 3 1 624,10
DS-4+[PT-6-2(sac)]?*]>*+H* 9 numaral 5 numarali
[ [ (sac)]*] ( ) ( )
1549,62
DS-4-2PT-6 3 1 658,30
[DS-4+2 [PT-6-2(sac)]?* ] +H* (8 numaral) (3 numaral)
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4.2.1.3. Aptamerler ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin kiitle
spektrometrik analizleri

Aptamerler, yapay olarak sentezlenen tek iplikli DNA veya RNA oligoniikleotilerinden
olusan kisa dizilerdir. Hedef molekiil ile yiiksek secicilikte ve 6zgiin olarak etkilesime
girerek van der Waals etkilesimleri, elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, baz ¢ifti
etkilesimleri, aromatik halka istifelenmesi gibi etkilesimlerle kararlikilarin
saglamaktadir [172],[173]. Oligoniikleotitler termal olarak yiiksek kararlilikta yapilardir.
Niikleik asit yapili aptamerler; yiiksek kararliliklari, 6zgilinliikleri, yiiksek baglanma
ilgileri gibi ozellikleriyle tipta teshis, tani, ilag gelistirme, ila¢ salinim sistemlerinde

bir¢ok alanda kullanilmaktadir [174].

4.2.1.3.1. APT-2 ve APT-4 kodlu aptamerler ile boyalarin etkilesimlerinin MALDI-
TOF-MS ile analizleri

Esit derisimde ve hacimce 1:1 oraninda hazirlanan APT-2 kodlu aptamer ile boyalarin
etkilesimleri incelenmistir. Bu amagla; 7 pmol/ul derisimdeki APT-2 stok ¢ozeltisi ile
daha once 1,0 mg/ml derisimde hazirlanan stok boya ¢ozeltilerinden 10 mM amonyum
asetat tamponu (10 mM NacCl varliginda pH 7°de) ile seyreltilerek 7 pmol/ul derisimde
hazirlanan boyalar hacimce esit oranda (1:1) karistirilarak 37°C’de 1 ve 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanis prosediirii daha once detayli olarak anlatilan 3-HPA
matriksi ile analit:matriks oran1 hacimce 1:1 (on spot) olacak sekilde hazirlanan 6rnekler
MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI TissuetyperTM, Almanya) kiitle
spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek lineer ve reflektron pozitif/negatif iyon
modlarinda ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir. Lineer pozitif modda

alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu i¢in bu sonuglara yer verilmistir.

APT-2 kodlu aptamer ile FP-3 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda lineer pozitif
modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.37°deki spektrumlar

incelendiginde;

-A’da yer alan APT-2 karakterizasyonuna ait spektrumda; [APT-2+H*]" aptamerin
protone olmus molekiiler iyon piki ve [APT-2+2H']** ¢ift yiiklii iyonuna ait sinyal

goriilmistir.
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-B’de yer alan APT-2-FP-3 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki analizine
ait spektrumda [APT-2+H*]" ve [APT-2+2H*]?* iyonuna ait sinyal goriilmiis olup

etkilesime ait sinyal goriilmemistir.

-C’de yer alan APT-2-FP-3 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda [APT-2+H*]* ve [APT-2+2H*]?" iyonuna ait sinyal goriilmiis

olup etkilesime ait sinyal goriilmemistir.

x104
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1.25 [APT-2+2H*2* o
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';:‘ 25
&, B
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E
1.0
e
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5 3
e C
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Sekil 4. 37. A)APT-2 karakterizasyonuna ait MALDI kiitle spektrumu, B) APT-2-FP-
3’lin 1:1 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle spektrumu

ve C) APT-2-FP-3"iin 1:1 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI

kiitle spektrumu.

APT-2 kodlu aptamer ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda lineer pozitif

modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.38’deki spektrumlar

incelendiginde;

-A’da yer alan APT-2 karakterizasyonuna ait spektrumda [APT-2+H']* aptamerin
protone olmus molekiiler iyon piki ve [APT-2+2H*]** ¢ift yiiklii iyonuna ait sinyal

goriilmistir.
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-B’de yer alan APT-2-PT-5 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki analizine
ait spektrumda [APT-2+H*T" ve [APT-2+2H*]** iyonuna ait sinyal goriilmiis olup

etkilesime ait sinyal goriilmemistir.

-C’de yer alan APT-2-PT-5 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda [APT-2+H']" ve [APT-2+2H*]?>" iyonuna ait sinyal goriilmiis

olup etkilesime ait sinyal goriillmemistir.

x104 1+
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x104 T
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) B
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'GC_IJ
£ 2 'N‘KM‘\’J‘\ML‘%\‘_
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Sekil 4. 38. A)APT-2 karakterizasyonuna ait MALDI kiitle spektrumu, B) APT-2-PT-
5’in 1:1 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle spektrumu
ve C) APT-2-PT-5’in 1:1 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI

kiitle spektrumu.

APT-2 kodlu aptamer ile PT-6 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda lineer pozitif
modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.39°daki spektrumlar

incelendiginde;

-A’da yer alan APT-2 karakterizasyonuna ait spektrumda [APT-2+H*]* aptamerin
protone olmus molekiiler iyon piki ve [APT-2+2H']*" ¢ift yiiklii iyonuna ait sinyal

gorilmiistiir.

-B’de yer alan APT-2-PT-6 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki analizine
ait spektrumda [APT-2+H"]" ve [APT-2+2H*]?* iyonuna ait sinyal goriilmiistiir. PT-6

kodlu boyadan 2 adet sakkarinat iyonu ayrilmasiyla olugsan yapinin aptamere baglanarak
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bir proton kaybetmesiyle olusan [APT-2+[C21H17NsPt]?*-H*]* yapisina ait sinyal ve bu
yapinin ¢ift yiiklii iyonuna ait sinyal goriilmiistiir. PT-6 kodlu boyadan 2 adet sakkarinat
iyonu ayrilmasiyla olusan yapidan 2 tanesinin aptamere baglandigi ve 3 adet proton

ayrilmastyla olusan [APT-2+2[C21H17NsPt]?*-3H*]* yapisina ait iyon tespit edilmistir.

-C’de yer alan APT-2-PT-6 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda [APT-2+H']*, [APT-2+[Ca1H17NsPt]**-H']* ve [APT-
2+2[C21H17NsPt]?*-3H*]* iyonlarina ait sinyaller ve bunlarin ¢ift yiiklii iyonlarina ait
sinyaller tespit edilmistir. Ayrica PT-6 kodlu boyadan 2 adet sakkarinat iyonu
ayrilmasiyla olusan yapidan 3 tanesinin aptamere baglandigi ve 5 adet H iyonu

ayrilmasiyla olusan [APT-2+3[C21H17NsPt]?*-5H*]* yapisina ait sinyal goriilmiistiir.
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Sekil 4. 39. A)APT-2 karakterizasyonuna ait MALDI kiitle spektrumu, B) APT-2-PT-6"nin 1:1 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon sonrasi
lineer mod MALDI kiitle spektrumu ve C) APT-2-PT-6’nin 1:1 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle
spektrumu.
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Esit derisimde ve hacimce 1:1 oraninda hazirlanan APT-4 kodlu aptamer ile boyalarin
etkilesimleri incelenmistir. Bu amagla; 7 pmol/ul derisimdeki APT-4 stok ¢ozeltisi ile
daha once 1,0 mg/ml derisimde hazirlanan stok boya ¢ozeltilerinden 10 mM amonyum
asetat tamponu (10 mM NaCl varliginda pH 7°de) ile seyreltilerek 7 pmol/ul derisimde
hazirlanan boyalar hacimce esit oranda (1:1) karigtirilarak 37°C’de 1 ve 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanis prosediirii daha dnce detayli olarak anlatilan 3-HPA
matriksi ile analit:matriks orani hacimce 1:1 (on spot) olacak sekilde hazirlanan 6rnekler
MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI TissuetyperTM, Almanya) Kkiitle
spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek lineer ve reflektron pozitif/negatif iyon
modlarinda ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz edilmistir. Lineer pozitif modda

alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu i¢in bu sonuglara yer verilmistir.

APT-4 kodlu aptamer ile FP-3 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda lineer pozitif
modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.40°taki spektrumlar
incelendiginde;

-A’da yer alan APT-4 karakterizasyonuna ait spektrumda; [APT-4+H*]" aptamerin
protone olmus molekiiler iyon piki ve [APT-4+2H']?* ¢ift yiiklii iyonuna ait sinyal
gOriilmiistiir.

-B’de yer alan APT-4-FP-3 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki analizine
ait spektrumda [APT-4+H']* ve [APT-4+2H']?* iyonuna ait sinyal gériilmiis olup
etkilesime ait sinyal goriilmemistir.

-C’de yer alan APT-4-FP-3 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda [APT-4+H']" ve [APT-4+2H*]?* iyonuna ait sinyal goriilmiis

olup etkilesime ait sinyal goriilmemistir.
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Sekil 4. 40. A)APT-4 karakterizasyonuna ait MALDI kiitle spektrumu, B) APT-4-FP-
3’ln 1:1 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle spektrumu
ve C) APT-4-FP-3’iin 1:1 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI

kiitle spektrumu.

APT-4 kodlu aptamer ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda lineer pozitif
modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.41°deki spektrumlar

incelendiginde;

-A’da yer alan APT-4 karakterizasyonuna ait spektrumda; [APT-4+H*]" aptamerin
protone olmus molekiiler iyon piki ve [APT-4+2H']?* ¢ift yiiklii iyonuna ait sinyal
gorilmiistiir.

-B’de yer alan APT-4-PT-5 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon stiresi sonundaki analizine
ait spektrumda; [APT-4+H*]" ve [APT-4+2H*]?* iyonlarma ait sinyaller ile PT-5 kodlu
boyadan 2 adet sakkarinat iyonu ayrilmasiyla olusan yapiin aptamere baglanarak bir
proton kaybetmesiyle olusan [APT-4+[C21H17NsPd]?*-H*]* yapisina ait sinyal
goriilmiistir.

-C’de yer alan APT-4-PT-5 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda; [APT-2+H*]*, [APT-2+[C21H17NsPt]?*-H*]* ve PT-5 kodlu
boyadan 2 adet sakkarinat iyonu ayrilmasiyla olusan yapidan 2 tanesinin aptamere
baglandig1 ve 3 adet proton ayrilmasiyla olusan [APT-4+2[C21H17NsPd]?*-3H*]* yapisina

ait iyon tespit edilmistir.
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Sekil 4. 41. A)APT-4 karakterizasyonuna ait MALDI kiitle spektrumu, B) APT-4-PT-5in 1:1 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon sonrasi
lineer mod MALDI kiitle spektrumu ve C) APT-4-PT-5’in 1:1 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle
spektrumu.
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APT-4 kodlu aptamer ile PT-6 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda lineer pozitif
modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.42°deki spektrumlar

incelendiginde;

-A’da yer alan APT-4 karakterizasyonuna ait spektrumda; [APT-4+H']* aptamerin

protone olmus molekiiler iyon piki ve [APT-4+2H']?** ¢ift yiiklii iyonuna ait sinyal

gorilmiistiir.

-B’de yer alan APT-4-PT-6 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki analizine
ait spektrumda; [APT-4+H*]" ve [APT-4+2H"]?* iyonlarmna ait sinyaller ile PT-6 kodlu
boyadan 2 adet sakkarinat iyonu ayrilmasiyla olusan yapinin aptamere baglanarak bir
proton kaybetmesiyle olusan [APT-4+[Co1H17NsPt]?*-H*]* yapisina ait sinyal ile bu
yapinin +2 yiiklii iyonuna ait sinyal goriilmustiir. Ayrica, PT-6 kodlu boyadan 2 adet
sakkarinat iyonu ayrilmasiyla olusan yapidan 2 tanesinin aptamere baglandig1 ve 3 adet
G

proton ayrilmasiyla olusan [APT-4+2[C2:1H17NsPt]“"-3H"]" yapisina ait iyon da tespit

edilmistir.

-C’de yer alan APT-4-PT-6 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda; [APT-4+H*T*, [APT-4+2H"]*, [APT-4+[C21H17NsPt]**-H*]*,
[APT-4+2[C21H17NsPt]?*-3H*]" ve PT-6 kodlu boyadan 2 adet sakkarinat iyonu
ayrilmasiyla olusan yapinin aptamere baglanarak 7 proton kaybetmesiyle olusan [APT-

4+4 [C21H17NsPt]?*-7TH™]" yapisina ait sinyal tespit edilmistir.
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Sekil 4. 42. A)APT-4 karakterizasyonuna ait MALDI kiitle spektrumu, B) APT-4-PT-6’nin 1:1 etkilesiminin 1 saatlik inkiibasyon sonrasi

lineer mod MALDI kiitle spektrumu ve C) APT-4-PT-6’nin 1:1 etkilesiminin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle
spektrumu.
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Esit derisimde ve hacimce 1:1 oraninda hazirlanan APT-2 ve APT-4 kodlu aptamerler ile
boyalarin kovalent olmayan etkilesimlerinin incelendigi MALDI kiitle spektrometrisi
analizleri sonucunda;

-FP-3 kodlu boyanin aptamerler ile etkilesime girmedigi goriilmiistiir.

-PT-5 kodlu boyanin APT-2 ile etkilesime girmedigi, APT-4 ile 1 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda 1:1 (aptamer:boya) stokiyometride, 24 saatlik etkilesim sonrasinda hem
1:1 hem de 1:2 (aptamer:boya) stokiyometride etkilesime girdigi goriilmiistiir.

-PT-6 kodlu boyanin APT-2 ile 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda 1:1 ve 1:2 (aptamer:boya)
stokiyometride, 24 saatlik etkilesim sonrasinda 1:1, 1:2 ve 1:3 (aptamer:boya)
stokiyometride etkilesime girdigi goriilmiistiir. APT-4 ile 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda
1:1 ve 1:2 (aptamer:boya) stokiyometride, 24 saatlik etkilesim sonrasinda 1:1, 1:2, 1:3 ve

1:4 (aptamer:boya) stokiyometride etkilesime girdigi goriilmiistiir.

Platin komplekslerinin, niikleik asitlerin guanin bazlarinin N7 atomunun Pt(Il) merkezine
baglanmas1 ve bu baglanmanin daha sonra DNA’daki komsu piirin bazlari (%60-65
oraninda 1,2-GG veya % 20-25 oraninda 1,2-AG) arasinda yaklasik %90 oraninda iplik
ici veya iplikler aras1 ¢apraz baglar olusturmasi ile olustugu ayrica, nadiren de olsa adenin
ve sitozinin de N atomlar1 araciligiyla da platinin baglandigi bilinmektedir. Paladyum
bilesiklerinin yiiksek reaktivitelerinin, yapisal biitiinliiklerini DNA’ya ulasacak kadar
uzun siire korumalarina izin vermemeleri nedeniyle kararli etklesimler olusturup

antikanser ajanlar olarak kullanimlar1 zordur.

Aptamerlerin dizilimleri incelendiginde APT-2de 5 [AmC6T]
TTTGGTTGGTGTGGTTGG 3°) yan yana 4 adet GG bazlart ile ile iki adet GXG dizilimi
bulundugu goriilmekle birlikte APT-4’te (5’ [AmC6T] AAAGGTTGGTGTGGTTGG 3°)
ise ardisik 4 adet GG baz diziliminin yan1 sira AAA baz dizilimi ile iki adet GXG dizilimi
de bulunmaktadir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismada; paladyum (II) iceren PT-5 ve
platin (II) igceren PT-6 kodlu boyalarin APT-4 ile etkilesimleri APT-2’ye kiyasla
stokiyometrik olarak daha fazladir. Bu durumda PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin APT-2 ve
APT-4 ile etkilesimlerinin literatiirle uyumlu olarak baz dizilimine bagimli sekilde

gerceklestigi yorumu yapilabilmektedir.

Tez calismalar1 kapsaminda elde edilen sonuglara gore paladyum (II) igeren PT-5 kodlu
boya ile aptamer etkilesimlerinin, platin (II) iceren PT-6 kodlu boya etkilesimlerine gore

daha kararsiz oldugu goriilmiistiir. Paladyum (II) metalinin ligand degisim kinetiginin cok
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hizl1 olmasi nedeniyle yapisal biitiinliigiinii uzun siire koruyamamasi sonucunda etkilesim
ortaminda daha kararsiz yapida bulunmasi sebebiyle literatiir ile uyumlu olarak niikleik

asitler ile daha kararsiz etkilesime girdigi sonucuna ulagilmistir.

4.2.1.3.2. APT-2 ve APT-4 kodlu aptamerler ile boyalarin etkilesimlerinin ESI-QTOF-
MS ile analizleri

Baglanma seg¢iciligi ile potansiyelinin degerlendirilmesi ve daha dnce yapilmis olan
MALDI-TOF-MS analizleri sonuglarinin karsilastirilmas: amaciyla APT-2 ve APT-4
kodlu aptamerler ile boyalarin etkilesimleri ESI-QTOF kiitle spektrometresi ile de

incelenmistir.

7 pmol/ul derisimde hazirlanan aptamerler ile 7 pmol/ul derisimde hazirlanan FP-3, PT-
5, PT-6 kodlu boyalarin hacimce esit oranda (1:1) karistirilmis olan ve 37 °C’de 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi etkilesimlerinin elektrosprey iyonlasmali kiitle spektrometrisi
analizleri Bruker Daltonics (Almanya) firmasinin Trapped lon Mobility Spectrometry-
Tuzaklamali Iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi (tims-QTOF-MS) cihaz
kullanilarak pozitif ve negatif iyon modlarinda gergeklestirilmistir. Pozitif iyon modunda

alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu i¢in bu sonuglara yer verilmistir.

Spektrumlarda PT-5 kodlu boyadan 2 sakkarinat anyonu ayrilmasiyla olusan yap1 olan
[C21NsH17Pd]?* yapis1 (Monoizotopik kiitlesi: 445,05 Da) PT-5 olarak anilmaktadir. PT-
6 kodlu boyadan 2 sakkarinat anyonu ayrilmasiyla olusan yapi olan [C21NsH17Pt]** yapist
(Monoizotopik kiitlesi: 534,11 Da) PT-6 olarak anilmaktadir. Iyonlasma sekillerinden

bagimsiz olarak aptamer-boya etkilesimleri degerlendirilmistir.

APT-2 ve APT-4 kodlu aptamerler ile FP-3 kodlu boya etkilesimi i¢in pozitif iyon
modunda yapilan analizler sonucunda; FP-3 kodlu boyanin her iki aptamer ile etkilesime
girmedigi tespit edilmis olup bu tespit MALDI-TOF-MS sonuglarina ilaveten ESI-Q-
TOF-MS analizleri sonuglariyla da desteklenmistir. Aptamer-FP3 karisimlarina ait

spektrumlara tez metni kapsaminda yer verilmemistir.

APT-2 kodlu aptamer ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda pozitif iyon
modunda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.43.A’daki spektrum

incelendiginde; 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7 ve 1:8 stokiyometrilerde etkilesimlerin oldugu ve
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bunlarin ¢oklu yliklenmeleri (+3, +4 ve +5) ait iyonlarin ve bunlarin potasyum ve sodyum
katilmalarina ait iyonlarin oldugu goriilmiistir.

APT-2 kodlu aptamer ile PT-6 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda pozitif iyon
modunda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.43.B’deki spektrum
incelendiginde; 1:1, 1:2, 1:3 ve 1:4 stokiyometrilerde etkilesimlerin oldugu ve bunlarin
coklu yiiklenmeleri (+3 ve +4) ait iyonlarin ve bunlarin potasyum ve sodyum

katilmalarina ait iyonlarin oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 43. A) APT-2-PT-5 ve B) APT-2-PT-6’nin 1:1 etkilesimlerinin 24 saatlik

inkiibasyon sonrasi1 ESI kiitle spektrumu.

APT-4 kodlu aptamer ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda pozitif iyon
modunda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.44.A’daki spektrum
incelendiginde; 1:3, 1:4, 1:5, 1:6 ve 1:7 stokiyometrilerde etkilesimlerin oldugu ve
bunlarin ¢oklu yiiklenmeleri (+3, +4 ve +5) ait iyonlarin ve bunlarin potasyum ve sodyum

katilmalarina ait iyonlarin oldugu goriilmiistiir.

APT-4 kodlu aptamer ile PT-6 kodlu boyanin etkilesimleri sonucunda pozitif iyon
modunda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.44.B’deki spektrum
incelendiginde; 1:2, 1:3 ve 1:4 stokiyometrilerde etkilesimlerin oldugu ve bunlarin ¢oklu
yiiklenmeleri (+3, +4 ve +5) ait iyonlarin ve bunlarin potasyum ve sodyum katilmalarina

ait iyonlarmn oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 44. A) APT-4-PT-5 ve B) APT-2-4-PT-6’nin 1:1 etkilesimlerinin 24 saatlik

inkiibasyon sonras1 ESI kiitle spektrumu.

Esit derisimde ve hacimce 1:1 oraninda hazirlanan APT-2 ve APT-4 kodlu aptamerler ile
boyalarin kovalent olmayan etkilesimlerinin incelendigi ESI-kiitle spektrometrisi
analizleri sonucunda;

-FP-3 kodlu boyanin aptamerler ile etkilesime girmedigi goriilmistiir.

-PT-5 kodlu boyanin APT-2 ve APT4 ile ¢oklu stokiyometride etkilesime girdigi
gorilmiistiir.

-PT-6 kodlu boyanin da APT-2 ve APT-4 ile ¢oklu stokiyometride etkilesime girdigi

gorilmiistiir.

Aptamerlerin dizilimlerine gore; APT-2’de bulunan ardisik 4 adet GG bazlar ile iki adet
GXG dizilimi ve APT-4’te ise bitisik 4 adet GG baz diziliminin yani sira AAA baz
dizilimi ile iki adet GXG dizilimi de bulunmaktadir. Bu ¢alismada PT-5 ve PT-6 kodlu
boyalarin APT-2 ve APT-4 ile etkilesimlerinin literatiirle uyumlu olarak baz dizilimine

bagiml sekilde gerceklestigi yorumu yapilabilmektedir.

MALDI-MS analizleri sonucunda paladyum (II) igeren PT-5 ve platin (II) iceren PT-6
kodlu boyalarin APT-4 ile etkilesimleri APT-2’ye kiyasla stokiyometrik olarak daha fazla
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oldugu tespit edilmistir. Ancak ESI-MS analizleri sonucunda MALDI’den farkli olarak
her iki aptamerler de benzer stokiyometrilerde etkilesim gerceklesmis oldugu tespit
edilmistir. Ote yandan MALDI-MS analizlerine zit bir sekilde paladyum igeren PT-5
yapisinin aptamerlerle platin igceren PT-6 yapisina kiyasla daha fazla stokiyometride
etkilesime girdigi goriilmiistiir. Ancak etkilesimlere ait sinyal siddetleri incelendiginde
platin bagli iyonlara ait sinyal siddetlerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
durumda platin etkilesimlerinin paladyum etkilesimlerine oranla daha kararli oldugu
yorumu yapilabilmektedir. Ancak her iki metal ile olan kompleksler i¢in potasyum ve
sodyum katilmalarina ait iyonlarin da olmasi sinyal siddetlerini goreceli olarak

distirmiistiir.

MALDI-TOF-MS ve ESI-QTOF-MS analizleri sonucunda her iki yontemle de aptamer-
boya etkilesimlerinin tayin edilebildigi gortilmiistiir. Ayrica, MALDI-MS analizlerinde
tespit edilemeyen etkilesime ait sinyallerin (APT-2-PT-5 etkilesimi) ESI-MS’te
gozlendigi goriilmiistir. MALDI’deki gaz fazi kararsizligi ve ESI'nin daha yumusak
iyonlagtirma teknigi olmasi nedeniyle kovalent olmayan etkilesimlerin bozulmadan gaz
fazina gecisinin saglanabilmesi ile daha Once goriilmeyen etkilesim sinyallerinin
elektrosprey iyonlastirma ile goriilebildigi diisiiniilmiistir. Ancak etkilesim
stokiyometrileri ve sinyal siddetleri her iki yontemde fakli bulunmustur. Etkilesim
tayinindeki bu farkliliklarin nedenleri; her iki yontem i¢in iyonlagma mekanizmalarindaki
farklilik, tekli ve ¢oklu yiiklenme 6zellikleri, ESI’da ¢oklu yiliklenmenin sonucu olarak
sinyal siddetinde azalma, MALDI’de gaz fazinda kompleks olusumu, ESI’da ¢ozelti

fazinda kompleks olusumu olarak sayilabilir.

4.2.1.3.3. APT-2, APT-3, APT-4 ve APT-7 kodlu aptamerler ile FP-3 kodlu boyanin
etkilesimlerinin MALDI-TOF-MS ile analizleri

Esit derisimde ve hacimce 1:1 oraninda hazirlanan APT-2 kodlu aptamer ile boyalarin
etkilesimleri incelenmistir. Bu amagla; 7 pmol/ul derisimdeki APT-2 stok ¢ozeltisi ile
daha once 1,0 mg/ml derisimde hazirlanan stok boya ¢ozeltilerinden 10 mM amonyum
asetat tamponu (10 mM NaCl varliginda pH 7°de) ile seyreltilerek 7 pmol/ul derisimde
hazirlanan boyalar hacimce esit oranda (1:1) kanstirilarak 37°C’de 15 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

4.2.1.3.1. ve 4.2.1.3.2. boliimlerde esit derisimde (7 pmol/ul) ve hacimce 1:1 oraninda

hazirlanan APT-2 ve APT-4 kodlu aptamerler ile boyalarin etkilesimleri incelenmis ve
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FP-3 kodlu boya ile hi¢ etkilesim olmadigi goriilmiistii. Bu ¢alismada FP-3 kodlu boya
etkilesimleri tekrar incelenmek {izere derisim ve hacim oranlar1 degistirilerek aptamerler
ile FP-3 kodlu boyanin etkilesimleri incelenmistir. Bu amagla; 7 pmol/ul derisimdeki
aptamer stok ¢ozeltileri ile ¢coziicii olarak asetonitril kullanilarak 1,0 ug/ml (1,07 pmol/ul)
derisimde hazirlanan FP-3 boya ¢ozeltisi hacimce 1:12 oraninda (aptamer:boya)
karigtirilarak 15 dakikalik inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanis prosediirii daha dnce
detayli olarak anlatilan 3-HPA matriksi ile analit:matriks orani hacimce 1:1 (on spot)
olacak sekilde hazirlanan 6rnekler MALDI-TOF/TOF-MS (Bruker RapifleX MALDI
TissuetyperTM, Almanya) kiitle spektrometresi ile lazer enerjisi degistirilerek lineer ve
reflektron pozitif/negatif iyon modlarinda ortalama 6000 lazer vurusu toplanarak analiz
edilmistir. Lineer pozitif modda alinan kiitle spektrumlar1 daha iyi oldugu i¢in bu
sonuclara yer verilmistir. Lineer pozitif modda yapilan analizlerde yaklasik 10 Da’luk
kiitle kaymasi goriilmiistiir. Spektrumlarda aptamerlere, FP-3 kodlu boyaya ve bunlarin
etkilesimlerine ait sinyaller, iyonlasma sekline bakilmaksizin spektrumlarda verilen

sembol tablolarinda belirtilen simgelerle ifade edilmistir.

Farkl1 dizilimdeki aptamerler ile FP-3 kodlu boyanin etkilesimi sonucunda lineer pozitif
modda yapilan analizler sonucunda elde edilen Sekil 4.45°teki spektrumlar

incelendiginde;

-A’da yer alan APT-2-FP-3 etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda; APT-2 kodlu aptamere 1 amonyum iyonu ve asetonitril
katilmasiyla olusan [APT-2+NH4"-ACN]" yapisina ait sinyal ile FP-3 kodlu boyaya 1
proton katilmasiyla olusan [FP-3+H']" iyona ait sinyal gézlenmistir. Ayrica APT-2 ile
FP-3’iin etkilesimine ait [APT-2+NHs"-ACN)+(FP-3+H*)-H*]* iyon sinyali

gozlenmistir.

-B’de yer alan APT-3-FP-3 etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda; APT-3 kodlu aptamere 3 amonyum iyonu ve 3 asetonitril
katilmastyla ve 2 proton ayrilmasiyla olusan [APT-3+3(NHs"-ACN)-2H"]" yapisina ait
sinyal ile [FP-3+H']" iyona ait sinyal gozlenmistir. Ayrica APT-3 ile FP-3’{in
etkilesimine ait [APT-3+3(NHs"-ACN)-2H")+(FP-3+H")-H*]" iyon sinyali gézlenmistir.

-C’de yer alan APT-4-FP-3 etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda; APT-4 kodlu aptamere 1 amonyum ve 1 potasyum iyonu
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katilmasi ve 1 proton ayrilmasiyla olusan [APT-4+(NHs"+K*)-H*]" iyonuna ait sinyal ile
[FP-3+H™]" iyona ait sinyal g6zlenmistir. Ayrica APT-4 ile FP-3’ilin etkilesimine ait
[APT-4+(NH4*+K")-H*)+(FP-3+H"*)-H*]* iyon sinyali gézlenmistir.

-D’de yer alan APT-7-FP-3 etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonundaki
analizine ait spektrumda; APT-7 kodlu aptamere 1 amonyum ve 1 asetonitril katilmasiyla
olusan [APT-7+(NH4s*+ACN)]" yapisina ait sinyal ile [FP-3+H']" iyona ait sinyal
gOzlenmistir. Ayrica APT-7 ile FP-3iin etkilesimine ait [APT-7+(NHs+"+ACN))+(FP-
3+H")-H']" ve [APT-7+(NH4"+ACN))+2(FP-3+H")-3H']" iyonlarmna ait sinyaller

gbzlenmistir.
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Sekil 4. 45. A) APT-2-FP-3 (1:12, v:v) etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle spektrumu ve B) APT-3-

FP-3 (1:12, v:v) etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle spektrumu.
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Sekil 4. 45. C) APT-4-FP-3 (1:12, v:v) etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon sonrasi lineer mod MALDI kiitle spektrumu ve D) APT-7-
FP-3 (1:12, v:v) etkilesiminin 15 dakikalik inkiibasyon sonras1 lineer mod MALDI kiitle spektrumu (devam ediyor).
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Baglanma segiciliginin degerlendirilmesi amaciyla dizilimleri birbirinden farkli APT-2
kodlu (5 [AmC6T] TTTGGTTGGTGTGGTTGG 3’), APT-3 kodlu (5’
AAAGGTTGGTGTGGTTGG [AmC6T] 3°), APT-4 kodlu (5° [AmC6T]
AAAGGTTGGTGTGGTTGG 3%) ve APT-7 kodlu (5
TTTTTTGGTTGGTGTGGTTGG [AmC6T] 3’ kodlu aptamerler ile FP-3 kodlu perilen
diimit tlirevi boyanin etkilesimleri incelenmistir. Coziiniirliigii diisikk olan bu boyanin
aptamer ile etkilesim c¢ozeltilerinde ¢Okmelerin olmamasi amaciyla aptamerler ile

boyanin karistirilmasindan hemen 6nce FP-3 ¢ozeltisi dikkatlice vortekslenmistir.

FP-3 yapisinin sulu c¢ozeltide hem monomer hem de agregat seklinde olgugu
bilinmektedir. Sekil 4.45’teki aptamer-boya etkilesim spektrumlari incelendiginde
serbest halde bulunan perilen diimit tiirevi olan boyanin monomerleri veya agregatlarinin
yiiksek siddette sinyal vermekte olduklar1 goriilmiistiir (~1,2-2,0x10° mertebesinde sinyal
siddeti). Etkilesimlere ait sinyallerin ise goreceli olarak daha diisiik siddette olduklar1
(~0,4-1,1x10° mertebesinde sinyal siddeti) tespiti yapilmistir. Iyonlasma verimi yiiksek

olan molekiillerin etkilesim sinyallerini baskilamis olabilecegi diistiniilmektedir.

FP-3 kodlu boyanin 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda APT-2, APT-3 ve APT-4 ile
1:1 (aptamer:boya) stokiyometride etkilesime girdigi, APT-7 ile 1:1 ve 1:2
stokiyometride (aptamer:boya) etkilesime goriilmistiir. Ancak etkilesim siddetleri
oldukca diisliktiir. Dizilimler ve spektrumlar karsilagtirildiginda FP-3 boyasinin
baglanma stokiyometrisinde kayda deger baz cifti seciciligi gostermedigi yorumu
yapilmigtir. FP-3 boyasinin protonlanmis halinin aptamerler ile baz diziliminden
bagimsiz, se¢imsiz olarak elektrostatik etkilesime girmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ote
yandan perilen diimit tiirevi boyanin ¢ozelti ortaminda kendi kendine birlesmesinden
(self-association) kaynakli olarak ¢oklu stokiyometride niikleik asitlere baglanmasi da
olasidir. Bu durum da APT-7 kodlu aptamer ile boyanin 1:2 stokiyometride etkilesime
girmesi ile uyumludur. Mazzitelli ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, TelO1
ve PIPER kodlu perilen diimit analoglarinin ¢6zelti icinde kiimelenmeye maruz kaldiklar
ve G-dortlii DNA ile her iki ligand i¢in yiiksek baglanma stokiyometrilerinin gézlenmis
olup buna neden olarak da iyonlasma sirasinda ligandin kendi kendine birlesmesi

gosterilmistir [29].

Ote yandan daha dnce hacimce ve derisimce 1:1 oranindaki etkilesime ait deneysel

caligmalar ylriilmiistii bu caligmada ise hacimce 1:12 (1:2, ~derisimce) oranindaki
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etkilesimlere ait analizler yapilmistir. Ortamda bulunan FP-3 miktarinin artmasiyla

birlikte aptamer:FP-3 etkilesimleri gozlenmistir.

Daha o6nce yapilan deneysel ¢alismalarda FP-3’{in kisa zincirli oligoniikleotit dizileri (6-
12 mer) ile etkilesime girmedigi tespit edilmistir. Ancak bu ¢aligmada FP-3 yapisinin
uzun zincirli (18-21 mer) niikleik asit yapilar ile etkilesime girdigi gézlenmistir.
DNA'nin her dontistiniin 10.4 niikleotit ¢iftinden olustugu bilinmektedir. FP-3 yapisinin
uzun oligoniikleotit yapilariyla etkilesime girmesinin nedeninin uzun zincirin kendi
icinde rotasyon yaparak veya iplik i¢i baz eslesmeleri ile FP-3 icin interkalasyon
yapabilecegi bir alan olusturmus olabilecegi diisiiniilmiistiir. 18 mer uzunluktaki APT-2,
APT-3, APT-4 ile 1:1 stokiyometride (aptamer:boya) etkilesim olmasina ragmen 21 mer
uzunluktaki APT-7ile 1:1 ve 1:2 (aptamer:boya) stokiyometride etkilesim olusmas1 APT-
7 yapisinin rotasyon veya iplik i¢i baz eslesmesi ile FP-3 yapisi icin interkalasyon
yapabilecegi bolge olusturmus olabilecegi yorumu ile uyumludur. Gabelica ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢alismada, kendi kendini tamamlamayan 12 mer uzunluktaki
dizilerle mindr yarik baglayicilarimin dizilime 6zgli sekilde baglandiklarini ancak
interkalatorler ile dizilim segiciliginden bagimsiz sekilde etkilestiklerini rapor edilmistir
[100]. Ancak biiyiik hacimli siibstitiientlerin varliginda tam interkalasyon engellenebilir,
bu durumda kismi interkalasyon meydana gelebilir [56]. Bu durumda biiyiik hacimli bir
yap1 olan FP-3 yapisiin interkalasyondan ziyade kismi interkalasyon yapmis olabilecegi

yorumu daha baskin gelmektedir.

Yukarida bahsedilen tiim yorumlamalar dikkate alindiginda FP-3 yapisinin aptamerler ile
etkilesim yolu olarak elektrostatik, interkalasyon veya kismi interkalasyon yollarindan
hangisini sectigi hakkinda kesin sonuca varmak mimkiin olmamistir. Ancak
binlinmektedir ki, interkalasyon komplekslerinin kararliligi; van der Waals, hidrofobik
ve elektrostatik kuvvetler tarafindan saglanmaktadir. Ayrica tek bir bilesigin, birden fazla
DNA baglama modu kullanabildigi sonucuna varilan ¢alismalar da bulunmaktadir [58].
FP-3 yapisinin aptamerlerle olan temel etkilesim yolu ne olursa olsun yukarida bahsi
gecen diger etkilesim mekanizmalariyla kompleksin kararliligini artirma yoniinde bir

egilim gosterdikleri yorumuna varilmistir.
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Deneysel ¢alismalarda kullanilan FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin niikleik asitler ile
etkilesim mekanizmalarimin kesin olarak aydinlatilabilmesi igin spektroskopik ve

elektroforetik yontemlerle analizlerinin gergeklestirilmesi ¢caligmalar1 ylriitiilmustiir.
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4.2.2. Spektroskopik Analizler

4.2.2.1. Cift iplik DNA ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin
Ultraviyole-Gériiniir Bolge Spektroskopisi ile analizleri

Kiiclik molekiillerin DNA ile etkilesimini tespit etmede basit, sikilikla kullanilan ve en
etkili yontemlerden biri olan UV-goriiniir absorpsiyon spektroskopisi ile DNA-kii¢iik
molekiil etkilesim kararlilifi absorpsiyon ol¢imii ile kolaylikla incelenebilmektedir.
Etkilesim ile olusan yeni kompleks, DNA’nin ve kiiciik molekiillerin UV-goriiniir

spektrumlarinda degisikliklere yol agmaktadir.

Artan DNA derisiminde kii¢iik molekiiliin absorpsiyon spektrumlar1 incelenmekte ve
absorpsiyon bandindaki herhangi bir degisikligin bir kompleks olusumundan
kaynaklandig1 kabul edilmektedir. DNA’nin sabit derisimine karsilik artan miktarda
kiicik molekiil eklenmesi sonucunda kompleks olusumuyla birlikte DNA'nin
absorpsiyon spektrumundaki degisiklik ve pikin pozisyonundaki kayma incelenerek
etkilesim yorumlanmasi ise DNA-kiiclik molekiil etkilesimlerini belirlemede siklikla

kullanilan diger bir yontemdir.

Niikleik asitler ve boyalarin etkilesimlerinin baglanma bolgeleri ve etkilesim
mekanizmalari tez kapsaminda yapilan kiitle spektrometrik analizler ile incelenmistir. Bu
boliimde ise ¢ift iplik DNA’lar ile FP-3, PT-5, PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin
spektroskopik yontemlerle incelenerek baglanma tiirlerinin belirlenmesi, baglanmanin
uygun oldugu DNA etkilesimlerinin floresans verimlerinin de florometrik yontemlerle
incelenmesi ve goriintiileme amaci ile kullanip kullanilamayacaginin arastirilmasi

caligmalar1 yapilmistir.

Tez caligsmasit kapsaminda ¢alisilan tiim kisa zincirli DNA’lar ile absorpsiyon ve floresans
spektrsokopisi deneyleri yapilmis olup burada yalnizca etkilesim goriilen yapilara yer
verilmistir. Kisa zincirli DNA’lar ile etkilesim olmamasinin sebebi olarak DNA olusma
veriminin diigiik olmas1t DNA’nin yapisinin kararsiz olmasi nedeniyle iplik agilmalarinin

oldugu diistiniilmiistiir.
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42211 DS-3 kodlu cift iplik DNA ile boyalarin etkilesimlerinin UV-Vis
Spektroskopisi ile analizleri ve etkilesimlerin baglanma sabitlerinin hesaplanmasi

Boyanin sabit derisimine karsi artan DNA derisimi ile 1:1, 1:1,2, 1:1,4, 1:1,6 ve 1:1,8
(boya:DNA) stokiyometrideki etkilesimlere ait absorpsiyon spektrumlarindaki
degisiklikler incelenmistir. 50 pmol/ul derisimde hazirlanan FP-3, PT-5, PT-6 kodlu
boyalar ile 50, 60, 70, 80 ve 90 pmol/ul derisimde hazirlanan DS3 kodlu ¢ift iplik
DNA'’larin esit hacimdeki (1:1) karisimlar1 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda absorpsiyon spektrumlari BioTek Synergy H1 Hybrid
Multimode Reader (Agilent, Amerika Birlesik Devletleri) ile kaydedilmistir.

DNA spektrumunda cift sarmal yapisindaki bir degisiklik nedeniyle hiperkromik veya
hipokromik etki meydana gelmektedir. Kiiciik molekiillerle etkilesimde DNA’nin
konformasyonunda ve yapisinda olusan herhangi bir degisiklik ile spektral davranisinda
degisiklik goriilmektedir. Bu etkilesimlerde DNA’nin ikincil yapisinda meydana gelen
kararsizlik sonucunda hiperkromizm olusurken elektrostatik etkiler veya interkalasyon ile

DNA’nin ikincil yapisinin kararliliginin artmasi hipokromizme yol agmaktadir.

Kiiciik molekiillerin DNA c¢ift sarmalina interkalasyonlariyla hipokromik etki ile birlikte
absorpsiyon siddetinde azalma, absorpsiyon spektrumlarinda batokromik kayma
(kirmiziya kayma) meydana gelmektedir.Niikleik asitlerin UV-Vis Spektroskopisinde
baz absorpsiyonlari baskin olup niikleobazlarin pirimidin ve piirin halka sistemlerinin 7-
n istiflenmesiyle interkalasyon yapan molekiiliin elektron dagilimi bozulmakta, bu durum
n-n* gecislerini etkileyerek gecis enerjisini azaltmakta (HOMO ve LUMO enerji
seviyeleri arasindaki fark azalmakta) ve batokromik etkiye sebep olmaktadir.
Interkalatdriin * orbitali, baz ¢iftlerinin & orbitalleri ile eslestiginde ve eslesen * orbitali
kismen elektronlarla doldugunda, gecis olasilig1r azalmakta ve bu durum interkalatoriin
UV/Vis bandimin hipokromizmiyle sonu¢lanmaktadir. Baglanmanin kararliligi ve giicii
hipokromizm ve kirmiziya kaymanin boyutu ile degerlendirilmektedir. DNA
interkalatorleri icin tipik olarak %30-40 oranindaki absorbans azalmasi (hipokromizm)
ve 10 nm’den kiiclik kirmiziya kayma gerceklesmektedir. Kiiciik molekiil ile DNA’nin
elektrostatik veya kismi interkalasyon seklinde etkilesime girmesiyle birlikte absorbans

siddetinde artma (hiperkromizm) gézlenmektedir.
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Her bir analiz Oncesinde etkilesime ait absorpsiyon spektrumlarinin, DNA'nin
absorpsiyon spektrumu veya kiiciik molekiil spektrumundan etkilenmesini engellemek
icin etkilesimdeki derigimleri baz alinarak DNA ve boyalar i¢in absorpsiyon spektrumlari

alinarak temel ¢izgi diizeltmesi (base line correction) yapilmistir.

PBI'larin biyomolekiilleri, 6zellikle DNA'y1 ve bunlarin degisen absorpsiyon 6zellikleri,
floresans sinyalleri veya elektronik ozellikler temelinde fizyolojik fonksiyonlarini
inceleme potansiyeli vurgulanmistir. Prensip olarak, PBI'larin DNA ile etkilesime
girebilmesi i¢in iki farkli olasilik bulunmaktadir. Bunlarin biri, kromofor olan bu PBllar,
oligontikleotitlere kovalent olarak baglandiklarinda DNA-PBI konjugatlarinin bir pargasi
olabilirler ve digeri ise, kovalent olmayan m — m istiflenme etkilesimleri yoluyla

(interkalasyon iizerine) DNA bazlari ile etkilesime girebilirler [32].

Perilen dimit tiirevlerinin karakteristik absorpsiyon pikleri genellikle 458, 490 ve 526
nm’lerde goriilmektedir [175]. Sekil 4.46°da DS3-FP-3 etkilesimine ait absorpsiyon
spektrumu yer almakta olup DS3 derisiminin artmasiyla birlikte absorbansta 460 nm’de
%92°1ik, 570 nm’de %23’liikk ve 620 nm’de %26’lik bir azalma meydana gelmistir. Bu
spektral 6zellikler, interkalator aromatik bir kromofor ile DNA'nin baz ¢iftleri arasindaki
giicli 7 istiflenmesine atfedilen m—n* gecisinde enerjide bir azalma meydana

getirmektedir [22].

A620 nm
A570 nm AA= - %26

0,18

\O ‘O ‘O
[ — =
N = N

o
Y

Absorbans

0,08

0,06

0,04
400 450 500 550 600 650 700 750

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4. 46. DS3-FP-3 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu.
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Hipokromik etki ile birlikte absorpsiyon siddetlerinde goriilen azalma FP-3 molekiiliiniin

DNA ¢ift sarmalina interkalasyon yaptigi seklinde degerlendirilmistir.

Bolim 2.5.3’te detaylica anlatildigi lizere DNA'ya baglanma ile birlikte maksimum
absorpsiyon ve/veya pik soniim katsayisindaki degisikligin konsantrasyon bagimliligina
dayali olarak denge baglanma sabiti belirlenebilir [27],[56]. Esitlik 2.2’de yer alan

denklem ile DNA-boya etkilesimleri i¢in baglanma sabiti Ky hesaplanmustir.

[DNAJ/(Ex €f) = [DNA}/(Ep— €9) + 1/Kn(Ep— ) Esitlik 2.2

[DNA]/(Ea— &) ile [DNA] karsilastirmas1 diiz bir ¢izgi vermektedir. Kp, e§im ve y

eksenini kesme noktasinin birbirine oranidir [56].

Esitlik 2.2 kullanilarak DNA-boya etkilesimleri i¢cin baglanma sabiti hesaplamasi
yapilmustir. DS3-FP-3 etkilesimine ait baglanma sabitleri Kp(so nm= 1,00x10° M, Kys70
am)= 3,00x10° M ve Kpg20nm)= 3,00x10° M olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.47°de DS3-PT-5 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu yer almakta olup DS3
derigiminin artmasiyla birlikte absorbansta 280 nm’de %13’liikk ve 320 nm’de %37’lik bir

azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4. 47. DS3-PT-5 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu.
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Absorpsiyon siddetinde goriilen azalma (hipokromik etki) PT-5 molekiiliiniin DNA c¢ift
sarmalina interkalasyon yaptig1 seklinde degerlendirilmistir. Esitlik 2.2 kullanilarak DS3-
PT-5 etkilesimine ait baglanma sabitleri Kpso nm= 5,00x10° M ve Kp(2o0 nmy= 3,00x10°

M olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.48’de DS3-PT-6 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu yer almakta olup DS3
derigiminin artmasiyla birlikte absorbansta 280 nm’de %30’luk ve 320 nm’de %24’liik

bir artma meydana gelmistir.
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Sekil 4. 48. DS3-PT-6 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu.

Absorbans siddetinde artma (hiperkromik etki) DNA’nin ikincil yapisinda meydana gelen
kararsizliga isaret etmekte olup PT-6 molekiiliiniin DNA ¢ift sarmali ile elektrostatik
etkilesime girdigi veya kismi interkalasyon yaptigi seklinde degerlendirilmistir. Esitlik
2.2 kullanilarak DS3-PT-6 etkilesimine ait baglanma sabitleri Kosonm= 1,20x10° M ve
Kb(320 nm)= 5,00x10° M olarak hesaplanmistir.

DNA interkalator etkilesimleri icin Ky tipik olarak 10°-10™ M~ arasindadir. DNA ile iyi
interkalasyon yapan EtBr molekiiliiniin baglanma sabiti Kp= 1,40x10° M? oldugu
bilinmektedir [86]. DS3 ile interkalasyon yoluyla etkilesime giren PT-5’in baglanma
sabitlerinin EtBr’ye gore daha diisiik oldugu fakat FP-3'lin goéreceli olarak EtBr’nin
baglanma sabitine yakin oldugu goriilmiistiir. Platin igeren PT-6 yapisinin ise DS3 ile

elektrostatik veya kismi interkalasyon yaptig tespit edilmistir.
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42212. DS-5 kodlu cift iplik DNA ile boyalarin etkilesimlerinin UV-Vis
Spektroskopisi ile analizleri ve etkilesimlerin baglanma sabitlerinin hesaplanmasi

Boyanin sabit derisimine kars1 artan DNA derisimi ile 1:0,04, 1:0,08, 1:0,2, 1:0,4, 1:0,8
ve 1:2 (boya:DNA) stokiyometrideki etkilesimlere ait absorpsiyon spektrumlarindaki
degisiklikler incelenmistir. 50 pmol/ul derisimde hazirlanan FP-3, PT-5, PT-6 kodlu
boyalar ile 2, 4, 10, 20, 40 ve 100 pmol/ul derisimde hazirlanan DSS5 kodlu ¢ift iplik
DNA’larin esit hacimdeki (1:1) karisimlar1 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda absorpsiyon spektrumlari BioTek Synergy H1 Hybrid
Multimode Reader (Agilent, Amerika Birlesik Devletleri) ile kaydedilmistir.

Sekil 4.49°da DS5-FP-3 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu yer almakta olup DS5
derigiminin artmasiyla birlikte absorbansta 460 nm’de %39’luk, 570 nm’de %44’liik ve
630 nm’de %44’lik bir azalma meydana gelmistir. Hipokromik etki ile birlikte
absorpsiyon siddetlerinde goriilen azalma FP-3 molekiiliiniin DS5 kodlu ¢ift sarmal
DNA'ya interkalasyon yaptig1 seklinde degerlendirilmistir. Esitlik 2.2 kullanilarak DS5-
FP-3 etkilesimine ait baglanma sabitleri Kpaso nm)= 1,60x10° M | Kps70 nm)= 3,00x10°
M1 ve Kpszonm)= 3,00x108 M olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4. 49. DS5-FP-3 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu.
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Sekil 4.50°de DS5-PT-5 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu yer almakta olup DS5
derisiminin artmasiyla birlikte absorbansta 280 nm’de %11°lik ve 320 nm’de %11°lik bir

azalma meydana gelmistir.
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0,05 Dalgaboyu (nm)
Sekil 4. 50. DS5-PT-5 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu.

Absorpsiyon siddetinde goriilen azalma (hipokromik etki) PT-5 molekiiliiniin DNA ¢ift
sarmalina interkalasyon yaptig1 seklinde degerlendirilmistir. Esitlik 2.2 kullanilarak DSS5-
PT-5 etkilesimine ait baglanma sabitleri Kp(so nmy= 1,50x10° M ve K20 nmy= 2,00x10°

M olarak hesaplanmistir.
Sekil 4.51°de DS5-PT-6 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu yer almakta olup DS5

derigiminin artmasiyla birlikte absorbansta 208 nm’de %20’lik ve 320 nm’de %20’lik bir

azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4. 51. DS5-PT-6 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu.

Absorpsiyon siddetinde goriilen azalma (hipokromik etki) PT-6 molekiiliiniin DNA ¢ift
sarmalina interkalasyon yaptig1 seklinde degerlendirilmistir. Esitlik 2.2 kullanilarak DSS5-
PT-6 etkilesimine ait baglanma sabitleri Kpso nm= 1,50x10% M ve Kp@2o nm)= 3,00x10°

M olarak hesaplanmistir.

DS5 ile etkilesime giren FP-3, PT-5 ve PT-6 molekiillerinin baglanma sabitlerinin
EtBr’ye gore daha yiiksek oldugu goriilmiis olup bu yapilarin DSS5 ile iy1 interkalasyon
yaptiklart tespit edilmistir. Platin metalli PT-6’nin baglanma sabitinin ise paladyum
metalli PT-5’in baglanma sabitine gére daha biiyiik olmasi platin komplekslerinin daha

kararli oldugu yorumuyla ortiismektedir.
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4.2.2.1.3. Buzag timiis DNA st ile boyalarin etkilesimlerinin UV-Vis Spektroskopisi ile
analizleri ve etkilesimlerin baglanma sabitlerinin hesaplanmasi

Esit derisimdeki boya ve DNA’nin hacimce 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1 (DNA:boya, hacimce)
karistirilarak hazirlanan etkilesimlerine ait absorpsiyon spektrumlarindaki degisiklikler
incelenmistir. 0,128 pmol/pl (1,28 x107 M) derisimde hazirlanan FP-3 ve PT-6 kodlu
boyalar ile derisimi 0,128 pmol/ul (1,28 x107 M) olarak hazirlanan DNA (3x10° Da
kiitlede) hacimce 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1 (DNA:boya) olacak seklide hazirlanan
karisimlar1 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
absorpsiyon  spektrumlar1  NanoDrop™  One/One®  Microvolume  UV-Vis
Spectrophotometer  (Thermo  Scientific™,  Amerika Birlesik Devletleri) ile

kaydedilmistir.

Sekil 4.52°de DNA-FP-3 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu yer almakta olup DNA
derisiminin artmasiyla birlikte absorbansta %82’lik bir azalma meydana gelmistir.
Hipokromik etki ile birlikte absorpsiyon siddetlerinde goriilen azalma FP-3 molekiiliiniin
DNA ¢ift sarmalina interkalasyon yaptigi seklinde degerlendirilmistir. Esitlik 2.2
kullanilarak DNA-boya etkilesimleri i¢in baglanma sabiti hesaplamasi yapilmistir. DNA-
FP-3 etkilesimine ait baglanma sabiti K»=2,00x10” M olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4. 52. DNA-FP-3 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu.
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Sekil 4.53°te DNA-PT-6 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu yer almakta olup DNA
derisiminin artmasiyla birlikte absorbansta %87’lik bir azalma meydana gelmistir.
Absorpsiyon siddetinde goriilen azalma (hipokromik etki) PT-6 molekiiliiniin DNA ¢ift
sarmalina interkalasyon yaptig1 seklinde degerlendirilmistir. Esitlik 2.2 kullanilarak

DNA-PT-6 etkilesimine ait baglanma sabiti Kp=1,00x10" M olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4. 53. DNA-PT-6 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumu.

Uzun zincirli DNA sarmali ile olan baglanma sabitlerinin 10’ M mertebesinde oldugu,
kisa zincirli DNA’lara (DS3, DSS5 gibi) kiyasla daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. FP3 ve
PT6 kodlu boyalarin uzun zincirli DNA ile daha kararli interkalasyon yaptigi
sOylenebilmektedir. Buna gerek¢e olarak uzun zincirli DNA yapisinin hem rotasyon
yaparak sarmalda interkalasyon i¢in alana olusturmasi hem de molekiil i¢i kuvvetlerle
sarmal kararliligini arttirmasi olarak diigiiniilmiistiir. DS5 dizilimde ardisik GG bazlar
bulunmakta olup baz dizilimi iizerinde %60-65 oraninda baglanma olasilig1 oldugu,
DS3’te ise GAG dizilimi bulunmakta olup guaninle arasinda farkli bir baz bulunan bu
baz dizilimi ile %2 oraninda baglanma olasilig1 oldugu bilinmektedir. DS3 ile DS5 kodlu
DNA’lar ile olusan etkilesimleri karsilagtirilacak olursak DSS5 ile etkilesimlere ait
baglanma sabitlerinin daha biiylik oldugu goriilmiis olup DSS5 ile olusan etkilesimlerin
daha kararli oldugu yorumu yapilmistir. Burada baglanma bolgeleri ve baglanma

olasiliklar1 hakkindaki bilgi ile uyumlu bir sonug elde edilmistir.
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Ote yandan FP-3 etkilesimleri icin elde edilen absorbans degerlerinin PT-5 ve PT-6 i¢in
elde edilenlerden daha biiyiikk oldugu goriilmiis olmus Beer-Lambert yasasindan yola
cikarak FP-3:DNA etkilesimine ait molar absorpsiyon katsayisinin diger boyalarla olan
etkilesimlerden daha biiylik oldugu yani daha kararli etkilesime girdigi yorumu

yapilmustir.

4.2.2.2. Cift iplik DNA ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin
Floresans Spektroskopisi ile analizleri

Aromatik fonksiyonel gruplar igeren bilesikler yogun floresan gostermektedir. Kiigiik
molekiillerin DNA ile baglanma modunu aydinlatmak i¢in kii¢iik molekiiliin ¢ift sarmal
DNA varliginda floresan titrasyonu yapilmasiyla (DNA'nin floresan 6zelligi ihmal
edilebilir oldugundan) DNA’nin degisen derisiminden yola ¢ikilarak kiigiik molekiillerin

i¢sel floresansindaki degisiklik incelenmektedir.

Interkalasyon yapan molekiillerin ¢ift sarmal DNA’ya yiiksek baglanma ilgisi vardir ve
baglanmayla birlikte floresans sondiirme meydana gelmektedir. Interkalasyon yapan bu
yapilarinin DNA c¢ift sarmalina eklenmesi, hidrofobik etkilesimler ve van der Waals
kuvvetleri ile karalilig1 arttirmaktadir. Bir ¢ift sarmal DNA’da iplik ayrilmasi meydana
geldiginde interkalasyon yapan kiigiik molekiiller serbest kalarak DNA'min sondiirme

ozelliginde bir azalmaya yol agmaktadir.

Metal bazli bircok interkalatér ve yarik baglayici floresan oOzellik gostermekte ve
floresans emisyonlar1 ise ortam duyarlidir. Metal bazli molekiiller hidrofilik ortamda
diisiik floresan ozellik gostermekte veya hi¢ gosterememektedirler. Yiiksek polaritedeki
(hidrofilik) bir ortamdan bir ortamdan diisiik polaritedeki DNA ortaminda geg¢isle birlikte
uyarma ve emisyon bantlariin degisikligine yol acar. DNA sarmalinin i¢i aminli bazlarin
kazandirdig1 6zellikten dolayr hidrofobik yapida olup hidrofobik bu ortam molekiilleri
cevreleyen floresan sondiiriici ¢6ziiciiden uzak oldugu icin interkalasyon yapan
molekiillerin floresan 06zelliginde degisiklige yol acarak etkilesim kararliligini

arttirmaktadir.

Deneysel calismalarda kullanilan 10 mM NaCl varliginda 10 mM amonyum asetat
tamponu (pH=7) kullanilmistir. Fizyolojik ortam olusturmanin yani sira kiitle
spektrometrik sistemlerde amonyum asetat tamponunun kullanim amacimin katyon

katilmalarimin Oniine gecilerek girisimleri engelleyerek 06zgiin etkilesimlere ait
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sinyal/giiriilti oran1 yiiksek olan spektrumlar elde etmek oldugundan daha Once
bahsedilmistir. Iyonik giiciin DNA-kiiciik molekiil etkilesimleri {izerindeki etkisini
incelemek amaciyla Floresans Spektroskopi calismalarinda NaCl gibi giiglii elektrolitler
kullanilmaktadir. DNA ile etkilesime girecek molekiile NaCl ilavesinin molekiiliin
floresan verimini etkilememesi gerekmektedir. Ancak ortamda DNA’nin varligiyla
birlikte Na* iyonlarinin DNA’nin negatif fosfat omurgasiyla etkilesime girmesi ve negatif
yiikleri kismen ndétralize etmesiyle kiiclik molekiil ile DNA yiizeyi arasindaki
elektrostatik ¢cekim azalmakta ve 6zgiin olmayan etkilesimler minimize edilmektedir. Bu
durum da g6z ontinde bulundurularak deneysel calismalarda NaCl varliginda tampon

ortami secilmistir.

Florimetrik c¢aligmalarda, tez kapsamindaki diger deneysel ¢alismalarda oldugu gibi
perilen diimit tiirevi olan FP-3 ile ¢alisilirken karsilasilan ¢oziliniirliik ve gozle goriliir
¢okme problemiyle yine karsilagilmistir. Her bir 6l¢iim dncesinde drneklere ¢alkalama
islemi uygulanmistir. Perilen kromoforlarinin kiimelenmesi nedeniyle diisiik ¢oziintirliikk
ve diisilik floresans gosterdigi bilinmekte olup perilen diimit tiirevleri sulu ortamda giiclii
n-nt istifleme gostererek floresans siddetinde kendi kendine soniimleme etkisine neden

olabilmektedir.

4.2.2.2.1. DS-5 kodlu c¢ift iplik DNA ile boyalarin etkilesimlerinin Floresans
Spektroskopisi ile analizleri

Boyanin sabit derisimine kars1 artan DNA derisimi ile 1:1, 1:1,2, 1:1,4, 1:1,6 ve 1:1,8
(boya:DNA) stokiyometrideki etkilesimlerin floresans verimleri incelenmistir. 50
pmol/ul derisimde hazirlanan FP-3, PT-5, PT-6 kodlu boyalar ile 50, 60, 70, 80 ve 90
pmol/ul derisimde hazirlanan DS5 kodlu ¢ift iplik DNA’larin esit hacimdeki (1:1)
karisimlar1 37°C°de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir
boya i¢in belirlenen uyarim dalga boylarinda floresans spektrumlar1 BioTek Synergy H1

Hybrid Multimode Reader (Agilent, Amerika Birlesik Devletleri) ile kaydedilmistir.

Sekil 4.54’te yer alan DS5 ile FP-3’1in etkilesimine ait floresans spektrumunda 445 nm
de genis bir pik elde edilmistir. DS5 eklenmesiyle birlikte FP3’iin floresans siddetinde
giderek azalma meydana gelmistir. Azalmaya birlikte floresans piklerine ait maksimum
dalga boylarinda 5 nm (445 nm’den 440 nm’ye) kadar maviye kayma (blue shift) elde
edilmistir. Floresanstaki bu degisiklikler ¢esitli amin gruplari igeren perilen diimit tlirevi

DNA interkalatorlerinin buzagi timiis DNA’s1 ile etkilesimleri [22] ve yine DNA
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interkalatorii olan imit tlirevi naftalik asit (amonafide) ile buzag timiis DNA’s1 ile
etkilesimleriyle ilgili literatiirde rapor edilen optik Ozelliklerle uyum igerisinde

bulunmustur [21],[176].

AAmax. =-5nm

Floresans siddeti

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4. 54. DS5-FP-3 etkilesimine ait floresans spektrumu (Aexc. 380 nm).

Sekil 4.55’te yer alan DS5 ile PT-5"in etkilesimine ait floresans spektrumunda 490 nm de
genis bir pik elde edilmistir. DS5 eklenmesiyle birlikte PT-5’in floresans siddetinde ¢cok
fazla degisilik meydana gelmemis olup DNA etkilesim mekanizmas1 hakkinda bir sonuca
varilamamustir.
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Sekil 4. 55. DS5-PT-5 etkilesimine ait floresans spektrumu (Aexc.427 nm).
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Sekil 4.56°da yer alan DS5 ile PT-6’nin etkilesimine ait floresans spektrumunda 490 nm
de genis bir pik elde edilmistir. DS5 eklenmesiyle birlikte PT-6’nin floresans siddetinde
giderek azalma meydana gelmis olup bu durum DNA’ya interkalasyon yapildiginin
gostergesidir.
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Sekil 4. 56. DS5-PT-6 etkilesimine ait floresans spektrumu (Aexc.427 nm).

DS kodlu DNA’dan sadece DS5 kodlu olan ile floresans spektrumlari izlenebilmistir.
Diger cift iplik DNA’lar ile etkilesime ait floresans spektrumlari ile degerlendirme
yapilamamistir. FP-3 ve PT-6 kodlu boyalarin DSS5 ile interkalasyon yaptiklari,
etkilesimle birlikte floresans siddetlerinde sirasiyla %32 ve %66 azalma meydana geldigi

tespit edilmistir.

4.2.2.2.2. Buzag timiis DNA st ile boyalarin etkilesimlerinin Floresans Spektroskopisi
ile analizleri

Esit derisimdeki boya ve DNA’nin hacimce 1:1,2:1, 3:1,4:1 ve 5:1 (DNA:boya, hacimce)
karistirilarak hazirlanan etkilesimlerin floresans verimleri incelenmistir. 0,128 pmol/ul
(1,28 x10" M) derisimde hazirlanan FP-3 ve PT-6 kodlu boyalar ile 0,128 pmol/ul (1,28
x10"" M) derisimde hazirlanan DNA (3x10° Da kiitlede) hacimce 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1
(DNA:boya) olacak seklide hazirlanan karisimlart 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir boya igin belirlenen uyarim dalga
boylarinda floresans spektrumlar1 BioTek Synergy H1 Hybrid Multimode Reader
(Agilent, Amerika Birlesik Devletleri) ile kaydedilmistir.
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Sekil 4.57°de yer alan DNA ile FP-3’{in etkilesimine ait floresans spektrumunda 440 nm
de genis bir pik elde edilmistir. FP-3 yapisinin sulu ¢ozeltide hem monomer hem de
agregat seklinde oldugu bilinmektedir. Ortamda serbest boya monomerinin varligindan
dolayr giiclii floresans saptanmistir. DNA eklenmesiyle birlikte FP3’iin floresans
siddetinde giderek azalma meydana gelmistir. Floresanstaki bu degisiklikler perilen
diimit tiirevi DNA interkalatorleriyle buzagi timiis DNA’smin etkilesimleriyle ilgili

literatiirde rapor edilen optik Ozelliklerle uyum igerisinde  bulunmustur
[21],[22],[111],[176],[177].
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Sekil 4. 57. DNA-FP-3 etkilesimine ait floresans spektrumu (Aexc.380 nm).

Sekil 4.58’te yer alan DNA ile PT-6’nin etkilesimine ait floresans spektrumunda 495 nm
de genis bir pik elde edilmistir. DNA eklenmesiyle birlikte PT-6’nin floresans siddetinde
giderek azalma meydana gelmistir. Azalmaya birlikte floresans piklerine ait maksimum
dalga boylarinda 5 nm (495 nm’den 490 nm’ye) kadar maviye kayma (blue shift) elde
edilmistir. Artan DNA miktariyla birlikte floresans siddetinin azalmasi ve maksimum
dalgaboyunda maviye kayma (hipsokromik kayma) gerceklesmesi DNA ile interkalasyon

seklinde etkilesime girildiginin gostergesidir.
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Sekil 4. 58. DNA-PT-6 etkilesimine ait floresans spektrumu (Aexc.427nm).

4.2.3. Elektroforetik Analizler

DNA ile kiiglik molekiillerin arasindaki etkilesimleri incelemek igin elektroforetik tabanl
teknikler kullanilmakta olup literatiirde elektroforetik jellerdeki niikleik asitleri
gorsellestirmek i¢in floresan boyalarin yaygin olarak kullanildigi birgok ¢alisma yer
almaktadir. Fosfat omurgasi kaynakli olarak anyonik yapida olan DNA, elektriksel alanda
jel elektroforezi boyunca katottan anota dogru heraket etmektedir. DNA’nin jel boyunca
hareketinin hizi, DNA’nin boyutuna ve konformasyon gibi 6zelliklerine bagli olarak

degiskenlik gdstermektedir.

DNA yoklugunda diisiik floresans ozellikte olup DNA varliginda kovalent olmayan
etkilesimlerle floresan 6zelliginde artis olan molekiillerin jel elektroforetik yontemlerde
kullanimiyla biyolojik uygulamalarda kii¢iik miktarlarda DNA tayini ve goriintiilemesi
acisindan 6nemli bir gelisme olmustur. Boylelikle bu molekiillerin sensér-boyar madde
olarak kullanimiyla birlikte alternatif goriintiileme ajanlarmin uygulamada yer almasi

saglanmaktadir.
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4.2.3.1 Buzag timiis DNA’st ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin
Agaroz Jel Elektroforez ile analizleri

Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan agaroz jel elektroforezi yonteminde; 10xTBE tamponu
10 kat seyreltilerek kullanimistir. %4,5’luk agaroz jel hazirlanmistir. 10x BlueJuice
yiikkleme boyasi 10 kat seyreltilerek kullanimistir. Daha 6nce hazirlanan boya stok
¢ozeltilerinden 10°M derisimde olacak sekilde FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boya ¢ozeltileri
hazirlanmistir. DNA ile iyi interkalasyon yaptigi bilinen floresan 6zellilkteki EtBr kontrol
amacl kullanilmak tizere 10° M derisimde hazirlanmistir. Derisimi 1,3x 10® M olan
DNA ile FP-3, PT-5, PT-6 kodlu boyalarin ve EtBr’nin esit hacimdeki (1:1) karigimlari
37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi sonunda yiikleme boyas ile
DNA-boya etkilesim ¢ozeltileri hacimce 1:5 oraninda karistirlarak 10 pl jel hacimde jel
kuyucuklarima yiiklenmistir. Daha sonra Fisherbrand™ multiSUB™ Midi Horizontal Gel
System (ThermoFisher Scientific Inc, Amerika Birlesik Devletleri)’de 120 V’da 30

dakika boyunca 6rneklerin jelde yiiriitme islemi yapilmistir.

Deneysel ¢aligmalarda klasik jel elektroforez yontemlerinde yapildig: gibi boya ¢ozeltisi
ile (DNA icin genellikle EtBr kullaniliyor ancak yiiksek oranda kanserojen) jel boyamasi
yapilmamistir. Burada amag tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan FP-3, PT-5 ve PT-6
kodlu boyalarin jel elektroforetik sistemlerde EtBr’ye alternatif goriintiileme ajani olarak
kullanilip kullanilamayacaklarini tespit etmektir. Bu amacla floresan 6zelligi olan bu
boyalar ile DNA’nin diger analiz yontemlerinde oldugu gibi inkiibasyona birakildiktan

sonra jel elektroforez deneyleri gerceklestirilmistir.

EtBr floresans bir madde olup tek basina 301 nm dalga boyunda uyarma ve 603 nm dalga
boyunda ise emisyon piki vermektedir. DNA ile interkalasyonunda ise 590 nm’de giiclii
bir emisyon band1 vermektedir. Tek bagina DNA’nin floresans 6zelligi ise ihmal edilebilir
diizeydedir. Sekil 4.59’da soldan 1. hatta (line) DNA+FP-3 etkilesimi, 2. hatta serbest
DNA, 3. hatta DNA+PT-6 etkilesimi ve 4. hatta DNA+PT-5 etkilesimine (1 saat 37°C’de
inkiibasyon) ait jel fotograflar1 yer almaktadir. Goriintiiden goriilecegi lizere 2. hatta
bulunan serbest haldeki DNA ¢ok diisiik, ihmal edilebilir diizeyde floresans 6zellik
gostermistir. Kontrol amagl olarak 3. hatta yliklenen DNA+EtBr etkilesiminin en yiiksek
floresans1 verdigi gozlenmistir. Interkalator EtBr ile etkilesen DNA, anyonik
omurgasindan kaynakli olarak anota dogru hareket etmistir, pozitif yiiklii olan EtBr’nin

DNA ile etkilesmeyen ve ¢ozeltide serbest halde bulunan fazla miktarinin 3. hattin
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basinda goriilen daha kuvvetli 1is1maya sebep oldugu yorumu yapilmistir. 1. hatta bulunan
perilen diimit tiirevi interkalatér FP-3 boyas1 ile DNA’nin EtBr ile oldugu kadar olmasa
da goreceli olarak kuvvetli bir floresans 1s1mas1 verdigi goriilmiistiir. Sirasiyla 4. ve 5.
hatlarda yer alan benzimidazol tiirevi olan ve platin metali igeren PT-6 ile paladyum
metali i¢ceren PT-5 kodlu boyalarin ise DNA ile etkilesime girerek floresans isima
verdikleri goriilmiistiir. Platin iceren PT-6’nin paladyum igeren PT-5’e kiyasla daha
yiiksek siddette 1s1ma verdigi goriilmiis olup platin komplekslerinin paladyuma kiyasla
daha kararli olmasiyla literariirle uyumlu sonu¢ elde edilmistir. Paladyum
komplekslerinin ytliksek reaktivitesi nedeniyle platine kiyasla kararliliginin diisiik oldugu

bilinmektedir.

Anot

<
=

o

—
m
st
L
+
<
<
(]

DNA + FP3
DNA + PT6
DNA + PTS

Sekil 4. 59. Soldan saga sirastyla, DNA+FP3, DNA, DNA+EtBr, DNA+PT6, DNA+PTS

etkilesimlerine ait agaroz jel goriintiisii
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4.2.3.2. Buzag timiis DNA’st ile ile FP-3 kodlu boyanin farkli derisim oranlarindaki
etkilesimlerinin Agaroz Jel Elektroforezi analizleri ile incelenmesi ve etkilesim
tiiriiniin belirlenmesi

Perilen dimit tiirevi olan FP-3 kodlu boyanin, DNA’nin baz giftleri arasina girerek
interkalasyon yaptig1 daha once agaroz jel elektroforezi tespit edilmistir. Bu ¢calismada
s0z konusu boyar maddenin farkli derisimleri ile DNA’nin sabit derisimindeki
etkilesimleri agaroz jel elektroforez ile incelenmistir. 10* M, 10°> M ve 10® M derisimde
olacak sekilde FP-3 boya ¢ozeltileri hazirlanmistir. Derisimi 1,3x 10° M olan DNA ile
FP-3, kodlu boyalarin esit hacimdeki (1:1) karisimlart 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bolim 2.4.1.1.°de detaylica anlatilidg: sekilde agaroz jeli hazirlanmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda yiikleme boyas1 ile DNA-boya etkilesim ¢ozeltileri hacimce
1:5 oraninda karistirlarak 10 pl jel hacimde jel kuyucuklarina yiiklenmistir. Daha sonra
FisherbrandTM multiSUBTM Midi Horizontal Gel System (ThermoFisher Scientific Inc,
Amerika Birlesik Devletleri)’de 120 V’da 30 dakika boyunca 6rneklerin jelde yiiriitme

islemi yapilmistir.

Sekil 4.60°ta soldan 1. hatta serbest DNA, 2. hatta DNA ile 10 M FP-3 etkilesimi, 3.
hatta DNA ile 10° M FP-3 etkilesimi ve 4. hatta DNA ile 10 M FP-3 etkilesimine ait jel
fotograflar1 yer almaktadir. Burada goriilecegi iizere serbest halde DNA’nin ihmal
edilebilir diizeyde 1s1ma yaptigi, derisimin artmasiyla birlikte etkilesime ait floresans
veriminin arttig1 ve jelde daha kuvvetli 1s1ma olustugu gozlenmistir. Derisimin artmasinin
sonucu olarak c¢oklu stokiyometride etkilesimlerin de gerceklesmis olabilecegi de
diistiniilmiistiir. 4. hatta DNA ile etkilesen FP-3 anota dogru hareket ederken 4. hattin
basinda goriilen daha kuvvetli 1s1maya perilen kromoforlarinin kiimelenmesi, ¢okmesi

sonucu olarak DNA ile etkilesmeden kalan FP-3 yapilarinin sebep oldugu diistiniilmiistiir.
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DNA + 10°M FP3
DNA + 10-°M FP3
DNA + 104 M FP3

Sekil 4. 60. Soldan saga sirastyla, DNA, DNA+10° M FP3, DNA+10° M FP3, DNA+10°

4 M FP3 etkilesimlerine ait agaroz jel goriintiisii

Florimetrik deneylerden elde edilen sonuglarla uyumlu olarak jel elektroforetik
yontemlerle de perilen diimit tiirevi olan FP-3 boyasinin DNA i¢in iyi bir interkaladtr
oldugu sonucu desteklenmistir. Diger taraftan, FP-3 ile daha oOnce yapilan kiitle
spektrometrik deneylerde kisa zincirli DNA yapilart kullanilmistt. DNA olugma
veriminin diisiik olmasi, kisa zincirli sarmalin kararsizligi ve yaklasik her 10 baz
biriminde bir meydana gelen bir tam doniisiin (rotasyonun) olamamasi kaynakli DNA’da
interkalasyon yapilabilecek alan olusamamasi nedenleriyle etkilesimin olmadigi
yorumlar1 yapilmisti. Burada uzun zincirli biiyilk DNA yapisinin kullanilmasiyla FP-3
yapisinin DNA sarmalina interkalasyon yapabilecegi alanin varligi ile bu boya ile
etkilesim ¢alismalarinda uzun zincirli ¢ift sarmal DNA kullaniminin gerekliligini bir kez

daha kanitlamistir.
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Yiiksek molekiil agirlik ve uzun zincirli DNA’nin baz ciftleri arasina interkale olarak
etkilesime giren FP-3 yapisinin etkin bir sekilde goriintiileme ajani1 olarak EtBr’ye
alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica uzun zincir DNA ile inkiibasyon
ortaminda kolaylikla etkilesime giren bu boyanin kullaniminin klasik jel boyama
(staining) yoOntemine gerek kalmayarak Ornek boya hacmi agisindan daha diisiik
miktarlarda boya c¢ozeltisi kullanimi saglayarak deneysel caligmalarda maliyeti
diisiirecegi ve en onemlisi de EtBr gibi yiiksek oranda kanserojen olan boyanin
kullanimindaki sinirlamalar1 ortadan kaldiracagi yorumu yapilmistir. Ancak perilen
diimit tiirevi olan bu yapilarla ¢alisilirken siklikla karsilagilan ¢oziiniirliikk probleminin
goriintlileme uygulamalarini sinirlamasinin 6niine gegilmesi i¢in polar ¢oziiclilerde
¢Oziiniirliigl arttiric1 ¢alismalarin yapilarak biyolojik ve tibbi alanlarda bu floroforlarin

kullaniminin genisletilmesi gerekmektedir.

Daha 6nce Boliim 4.2.2°de spektroskopik deneylerle PT-5 ve PT-6’nin DNA ile etkilesim
mekanizmalari belirlenmis olup jel elektroforetik yontemlerle yapilan deney sonuglariyla
da bu etkilesim mekanizmalar1 desteklenmistir. Platin (II) iceren PT-6 ve paladyum (I1)
iceren PT-5 kodlu boyalar DNA ile etkilesimlerinde, DNA ile iyi interkalasyon yaptigi
literatiirde bircok calismada raporlanmis olan EtBr molekiiliine kiyasla daha zayif
floresans etki gosterseler de bu boyalarin EtBr’ye alternatif goriintiilleme ajani olarak bazi
sinirlamalar ile birlikte Ozellikle uzun c¢ift sarmal DNA ile etkilesimlerde
kullanilabilecekleri sonucuna varilmistir. Literatiirde yer alan platin (II) metali iceren
farkli amino asitler bagli olan 1,10-fenanatrolin ([Pt(phen)(AA)]+, AA:Glisin, 16sin,
fenilalanin, tirosin, triptofan) komplekslerinin buzagi timus DNA's: ile etkilesiminin
floresans spektroskopi ile incelendigi bir calismada platin igeren komplekslerin diisiik
konsantrasyonlarda interkalatif baglanma ile DNA'daki Etidyum Bromiiriin
interkalasyonunu inhibe ettikleri ve daha yiiksek konsantrasyonlarda interkalatif olmayan
baglanma gosterdikleri raporlanmigtir [178]. Bununla birlikte literatiirde yer alan birgok
calismada platin ve paladyum igeren benzimidazol tiirevi molekiillerle ilgili heyecan

verici sonuglar paylagilmistir [34].

Tez calismasinin bu boliimiinde, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin her ne kadar DNA
goriintiilemede alternatif ajan olarak kullanilip kullanilamayacaklar: irdelense de daha
onceki kiitle spektrometrik ve spektroskopik yontemlerle tespit edilen ve bu boliimde de

jel elektroforetik yontemlerle desteklenen bir sonug olarak bu boyalarin DNA ile ¢coklu
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stokiyometride ve kararli olarak etkilesime girdikleri aciktir. Ozellikle arastirmacilarin
anti-kanser ajani olarak sitotoksik zellikler gdsteren ve bunun yani sira hi¢ yan etki
gostermeyen veya diisiik yan etki gosteren metal kompleksleri {izerine arastirmalari
artmistir. Bu metal kompleksleri arasinda ise paladyum ve platin kompleksleri 6ne
cikmaktadir. Paladyum kompleksleri, platin tarafindan olusturulan diger komplekslere
benzer olduklarindan biiyiik ilgi gérmektedir. Ancak paladyum komplekslerinin platine
kiyasla daha iyi ¢oziiniirliigii bu yapilar1 daha cekici hale getirmektedir. Ote yandan
paladyumun yiiksek reaktivitesi kaynakli olarak yapisal biitiinliigiini DNA’ya ulasacak
kadar uzun siire koruyamamasi nedeniyle kararli etklesimler olusturup antikanser ajanlari
olarak kullanimlar1 zordur. Hem tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarla hem de literatiirde
paylasilan birgok raporda da belirtildigi tizere platin komplekslerinin DNA ile paladyum
komplekslerine kiyasla daha kararl etkilesime girdigi bilinmektedir. Benzimidazol tiirevi
bu boyalarin DNA ile iyi etkilestikleri bilindiginden tip alaninda kanser teshisi ve ileriki
deneysel ¢aligmalarla birlikte kanser tedavisi alaninda, yan etkileri ve direnci bilinen cis-

platine alternatif olarak kullanilabilme olasiliklar1 heyecan vericidir.

Platin(Il) ve paladyum(Il) gecis metalleri bazli degisik fonksiyonel gruplara sahip
benzimidazol tiirevi ligandlar igeren polar ¢oziiciilerde ¢oziiniirliigii yiiksek perilen diimit
sistemlerin sentezlenerek bu yapilarin hem interkalasyon yoluyla hem de niikleobaz
seciciligi ile birden fazla baglanma moduyla niikleik asitlerle gerceklestirecekleri
etkilesimlerin etkinliklerinin Kiitle Spektrometrisi ve spektroskopik yontemlerle tayin
edilmesi ileriki ¢alismalarin konusu olmalidir. Bu yapilarin kanser teshis ve tedavisi
amaciyla kullanilan literatiirdeki model yapilara ve DNA goriintiileme amaciyla
kullanilan EtBr’ye alternatif olup olamayacagi arastirilacaktir. Sekil 4.61°de ileriki

calismalarda kullanilmasi planlanan yapilar verilmistir.
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Sekil 4. 61. Tleriki caligmalarda kullanilmas planlanan Pt(II) ve Pd(II) gecis metali bazli
benzimidazol tiirevi ligandlar i¢eren perilen diimit temelli yapilar A)CosO12N12H72Pt2 ve
B)Co4012N12H72Pd2
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda benzimidazol temelli paladyum (II) ve platin (II) kompleksleri ve

perilen diimit tlirevi yapilarin tek iplik DNA oligoniikleotitleri, ¢ift sarmal kisa ve uzun

DNA’lar ve tek iplik aptamerler ile kovalent olmayan etkilesimleri hem DNA ile

etkilesime girme mekanizmalar1 lizerinden hem de bu yapilarin DNA ile olusturduklari

komplekslerin spektroskopik o6zelliklerinden dolayi1 DNA etkilesimleri ve DNA

goriintiileme amaciyla kullanilabilme tlizerinden tartisilmistir.

1)

2)

3)

4)

N,N-di(n-butil)-1,6,7,12-tetra(4-hidroksifenoksi)perilen-3,4,9,10-tetrakarboksilik asit
diimit (FP-3 kodlu) molekiilii, Sakkarinato-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-
il)piridinpaladyum(Il), [Pd(L2)(sac)] (sac) (PT-5 kodlu) molekiilii ve Sakkarinato-2,6-
bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(ll), [Pt(L2)(sac)] (sac) (PT-6 kodlu)
molekiiliinin MALDI-MS ile reflektron pozitif modda ve ESI-MS ile pozitif modda

karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Oligoniikleotitlerin analizlerinde matriksin etkisinin incelenmesi amaciyla farkli
matriksler ile farkli oranlardaki analit:matriks karigimlari denemesi yapilmustir.
Niikleik asitlerin analizlerinde en uygun matrikslerin sirastyla 3-HPA, THAP, ATT
seklinde oldugu belirlenmistir. Oligoniikleotitlerle en iyi calisan matriksin 1:1
(analit:matriks) oraninda on-spot olarak hazirlanan 3-HPA oldugu sonucuna

ulasilmistir.

ON-1"den ON-14’e kadar olan tek iplik DNA oligoniikleotitlerinin ve birbirlerinin
tamamlayicisi olan oligoniikleotitlerin eslesmesinden olugsan DS-1’den DS-7’ye kadar
olan ¢ift iplik DNA’larin 1:1 analit:matriks oraninda on-spot olarak hazirlanan 3-HPA
matriksi kullanilarak MALDI-MS ile lineer pozitif modda karakterizasyonlar
yapilmugtir.

Cift iplik DNA olusumunda tavlanma yonteminin (annealing process) etkisinin
arasgtirtlmas1 amaciyla birbirlerinin tamamlayicisi olan oligoniikleotitlerden ¢ift iplik
olusturulmasi amaciyla tavlanma yontemi ve 1s1l islem gérmeden (tavlanma ydntemi
uygulanmadan) direkt karigtirilan oligoniikleotitler, 3-HPA matriks ile 1:1 on-spot
yontemiyle hazirlanarak MALDI-MS ile lineer pozitif modda analiz edilmistir. Model

olmasi agisinda yalnizca DS-5 kodlu DNA secilmistir. Tavlanma yontemi ile olusan
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5)

6)

7)

cift iplik DNA veriminin tavlanmamisa oranla iki kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Tavlanma siirecindeki 1sitma ve ardindan kademeli olarak sogumaya
birakma islemi, hibritlesmeyi kolaylastirarak hidrojen bagi olusma verimini
dolayisiyla DNA olugma verimini arttirmaktadir. Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan

deneylerde ¢ift iplik DNA olusturmak icin tavlanma siireci uygulanmstir.

Cift iplik DNA’larin MALDI-MS ile lineer pozitif modda karakterizasyonlar
yapilmistir. DNA yapisinin baglanma o6zellikleri, ¢ift sarmali olusturan GC baz
ciftlerinin ylizde oranina bagli olarak degismekte olup DS-1 %50, DS-2 %70, DS-3
%40, DS-4 %67, DS-5 %67, DS-6 %50, DS-7 %67 oraninda G-C igerigine sahiptir.
Tiim DS karakterizasyon spektrumlarinda, cift iplik DNA’ya ait sinyaller ile
oligoniikleotitlerin dimerlerine ait sinyal siddetlerinin neredeyse ayni oldugu goriilmiis
ve dimer iyonlarinin ¢ift iplik DNA iyonlarmi baskiladigi yorumu yapilmistir.
Deneysel sonuclar incelendiginde yalnizca G-C igerigi kiyaslamasi yaparak DNA

kuvveti ve kararliligiyla ilgili kesin bir yorum yapilamamuistir.

Oligoniikleotitlerin analizlerinde en 1yi ¢alisan MALDI matriksinin 3-HPA oldugu FP-
3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyarlarin analizlerinde ise en uygun MALDI matriksinin DHB
oldugu belirlenmistir. Niikleik asit-boya etkilesimlerinin analizleri i¢in optimum
matriksin belirlenmesi amaciyla DHB ve 3-HPA matriks kullanilarak etkilesim tayini
yapilmistir. Sonug olarak niikleik asit-boya etkilesimlerinin iyonlara ait sinyallerin 3-
HPA matriksi ile gézlenmesinin daha uygun oldugu ve DHB matriksi ile elde edilen
sinyallere gore daha iyi ayiricilik ve sinyal siddetine sahip olduklar: tespit edilmistir.
Etkilesimlerin incelendigi MALDI kiitle spektrometrik deneysel ¢aligmalarin tiimiinde
3-HPA matriksi kullanilarak analit:matriks orant 1:1 (hacimce) olan on-Spot

yontemiyle kristallendirilmis 6rnekler kullanilmasina karar verilmistir.

Niikleik asit-boya etkilesimlerinin incelendigi deneysel c¢aligmalarda kiitle
spektrometrik sistemlerde ortama amonyum eklenmesiyle katyon katilmalarinin
Ontine gecildigi bilindiginden ve niikleik asit-boya etkilesimlerinin fizyolojik
kosullarda arastirilmasi amaciyla inkiibasyon ortami olarak pH=7.0’da amonyum

asetat tamponu se¢ilmistir.
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8)

9)

Niikleik asit-boya etkilesimlerinin MALDI-MS ile analizleri hem lineer hem
reflektron pozitif ve negatif modlarinda ¢alisilmis olup lineer pozitif iyon modunda

alinan kiitle spektrumlarinin daha iyi oldugu belirlenmistir.

ON-15 ve ON-16 kodlu oligoniikleotitler ile FP-3 kodlu boyanin esit derisimde ve
hacimce 1:10 oraninda hazirlanan, kovalent olmayan etkilesimlerinin incelendigi
MALDI-MS ile lineer pozitif moddaki analizler sonucunda; FP-3 kodlu boyanin her

iki oligoniikleotit ile 1:1 stokiyometride etkilesime girdigi goriilmiistiir.

10) Baglanma segiciligi degerlendirmek igin dizilimleri birbirinden farkli ON-1’den ON-

14’e kadar tek iplik oligoniikleotitler ve DS-1’den DS-7’ye kadar ¢ift iplik DNA’lar
ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalar esit hacim ve derisimde (5 pmol/ul) karistirilarak
37°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda etkilesimleri MALDI-MS ile lineer pozitif

modda ve ESI-MS pozitif iyon modunda incelenmistir:

MALDI-MS ve ESI-MS’te FP-3 kodlu boyanin ON-1-ON-14 kodlu oligoniikleotitiler
ile ve DS-1-DS-7 kodlu cift iplik DNA’lar ile etkilesime girmedigi tespit edilmistir.
PT-5 ve PT-6 boyalariyla olan etkilesimler Cizelge 5.1°de topluca verilmistir.

DS-1 ile platin ve paladyum bagli boya etkilesimi olmamistir. Ancak bu DNA’y1
olusturan tek iplik oligoniikleotitler ile 1:1 ve c¢oklu stokiyometride etkilesimler
gerceklesmistir.

Yapisinda hi¢ guanin bulunmayan ON-10 yapisiyla ¢oklu stokiyometride platin
etkilesimlerinin ger¢eklesmis olmasi adenin baglanmasinin yani sira yiiksek sitozin ve
timin i¢erigi nedeniyle bu bazlar araciligiyla da platin i¢in alternatif baglanma bolgesi
olusturdugu tespit edilmistir.

Bagil DNA baglanma ylizdesine gore DNA ile boyalarin etkilesimleri i¢in en yliksek
baglanma oraninin MALDI-MS’te DS-3 ve ESI-MS’te DS-2 kodlu DNA’lar ile
oldugu goriilmiistiir. Baz dizilimlerine gore diger DNA’lara kiyasla daha az baglanma
bolgesi iceren DS-3 ile en yiiksek baglanma olmasinin nedeni olarak baz dizilimi
seciciligi olmadan baglanma olasiliginin yiiksek oldugu diistiniilmiistiir. Diger DS’ler
ile etkilesimlerin goreceli olarak literatiirle uyum igerisinde oldugu belirlenmistir.
MALDI ve ESI kiitle spektrometresi analizlerinde gerek PT-5 gerekse PT-6

yapilarinin her ikisinin de tiim baz birimleriyle etkilesime girdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 5. 1. PT-5 ve PT-6 niikleik asit etkilesimlerinin MALDI-MS ve ESI-MS toplu

sonugclart.
MALDI-MS ESI-MS
ON:boya DS:boya ON:boya DS:boya
ON:boya etkilesim DS:boya etkilesim ON:boya etkilesim DS:boya etkilesim
kodu stokiyom kodu stokiyome kodu stokiyometr kodu stokiyometri
etrisi trisi isi Si
ON5:PT5 1:1,1:2 ON3:PT5 1:1,1:2
DS3:PT5 1:1,1:3 DS2:PT5 1:1,1:2
ONG6:PT5 1:1,1:2 ON4:PT5 1:1,1:2
ON7:PT5 1:1,1:2 ON11:PT5 1:1
DS4:PT5 1:2,1:4 DS6:PT5 1:1
ON8:PT5 1:1,1:2 ON12:PT5 1:1
ONT7:PT6 1:12’,;:2' ON13:PTS | 1:.1,1:2
. DS4:PT6 1:1,1:2 DS7:PT5 11
ONB8:PT6 1:1,1:2 ON14:PT5 1:1,1:2
ON9:PT6 1:1,1:2 ON7:PT6 1:1
DS5:PT6 DS4:PT6 1:1,1:2
. 11,12, 11 _ P '
ON10:PT6 2:1 22 ON8:PT6 1:1,1:2
ON1L:PT6 1:12',1:2’ ON9:PT6 1:12’_;:2'
i DS6:PT6 1:1,1:2 : DS5:PT6 1:1
ON12:PT6 1:1,1:2 ON10:PT6 1:1,1:2
- - ON11:PT6 1:1, 2:1
- - — DS6:PT6 1:1
- - ON12:PT6 1'12’;'1'

e Coklu stokiyometrideki etkilesimlerin niikleobaz baglanmasina bir alternatif olarak

fosfat omurgasina baglanma seklinde gerceklesmis olabilecegi de diisiiniilmiistiir.

e FP-3 kodlu perilen diimit tiirevi yapinin hem kisa iplikli oligoniikleotitler hem de kisa

zincirli DNA’lar ile etkilesime girmedigi MALDI-MS ve ESI-MS yontemleriyle tespit

edilmistir. Perilen dimit tiirevi olan FP-3 boyasinin ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi,

¢Ozelti ortaminda ¢okmeler olmasi, ON-1’den ON-14’e¢ kadar olan oligoniikleotit

ipliklerinin 6-12 baz birimi araliinda olmasi nedeniyle bu oligoniikleotitlerin

eslesmesinden olusan ¢ift iplik DNA’larin kisa olmasi ve tam rotasyon yapamayarak

interkalator FP-3 molekiilii i¢in baglanma bolgesi (groove) olusturamamasindan
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kaynakli da etkilesimlerin gerceklesmedigi tespit edilmistir. Yiksiiz olan FP-3
yapisinin DNA’nin fosfat omurgasi ile de herhangi bir etkilesime girmedigi
gorilmistiir.

e MALDI-MS ve ESI-MS analizlerinin her ikisinde de ¢ift iplik DNA olusma veriminin
diisiik oldugu gozlenmistir. Oligontikleotit iplikleri 6-10-12 mer uzunlukta olup ¢ift
iplik DNA olusumunda tavlanma siirecinde baz eslesmesinin yani sira iplikler arasi
baglanmalar, kuvvetler ile kararli hale gelecek uzunlukta iplikler olmamasi nedeniyle
cift iplik DNA olusma veriminin diisiik oldugu yorumu yapilmistir. Sarmal
kararliliginin diisiik olmasiin ¢ift iplik DNA’nin agilarak oligoniikleotit dizilerini
cOzeltide serbest halde bulunmasmma imkan verdigi ve bu oligoniikleotitler ile
boyalarin etkilesimlerinin ¢ift iplik DNA-boya etkilesimlerine kiyasla daha kararl
olduklar1 ve dolayisiyla daha yiiksek siddette sinyal vererek DNA-boya etkilesimlerini
baskiladiklari, ayrica 6zgiin etkilesimlerin yani sira coklu stokiyometride de etkilesime
girdikleri goriilmiistiir.

e MALDI-MS ve ESI-MS analizleri sonucunda etkilesim stokiyometrileri ve sinyal
siddetleri farkli sonuglarin nedenleri olarak iyonlasma mekanizmalarindaki farklilik,
tekli ve ¢coklu yiiklenme 6zellikleri, spesifik olmayan katyon katilmalari ile etkilesime
ait sinyallerin kararliliginin ve siddetinin azalmasi, MALDI’de gaz fazinda kompleks
olusumu, ESI’da ¢6zelti fazinda kompleks olusumu, ESI iyonlastirmanin etkilesimler
sonucunda olugsan kompleks yapilarin iyonlagmasina uygun bir yontem olmamasi

yorumlar1 yapilmistir.

11) Cift iplik DNA’lar ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin inkiibasyon ortamindaki
stokiyometrilerinin kompleks olusumu iizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla
boyalarin sabit derisimine karst DS-5 kodlu ¢ift iplik DNA’nin farkli derisim
oranlarindaki etkilesimleri MALDI-MS ile incelenmistir. PT-5’in DS-5 ile PT-6’ya
kiyasla daha fazla stokiyometride etkilesime girdigi goriilmiistiir. Ancak etkilesimlere
ait sinyal siddetleri incelendiginde paladyum bagli iyonlara ait sinyal siddetlerinin 10*
mertebesinde platin bagl iyonlara ait sinyal siddetlerinin ise 10° mertebesinde oldugu
tespit edilmis olup platin komplekslerinin paladyuma nazaran daha karali oldugu

yorumu yapilmistir.

12) Inkiibasyon siiresinin kompleks olusum miktarina etkisinin arastirilmasi i¢in 0-72 saat

araliginda zaman taramasi yapilmis ve MALDI-MS’te lineer pozitif modda analizler
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gerceklestirilmistir. Ozgiin 1:1 stokiyometrideki tiim etkilesimler igin optimum
inkiibasyon siiresi 24 saat olarak bulunmustur. Ayrica inkiibasyon siiresi arttik¢a
Ozgiin olan 1:1 stokiyometrideki etkilesimlerin yaninda baz sec¢imli etkilesimlerin

meydana gelmesiyle ¢oklu stokiyometrilerde de etkilesimler gergeklesmistir.

13) Aym1 molekiil kiitlesine sahip farkli dizilimdeki ON-7 ve ON-8 kodlu
oligontikleotitlerin konformasyonel olarak farkliliklarinin ve bu oligoniikleotitlerin
eslesmesi ile olusan DS-4 kodlu ¢ift iplik DNA ile PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin
etkilesimlerinin konformasyonel olarak incelenmesi amaciyla Iyon Hareketliligi Kiitle
Spektrometresi (IM-MS) analizleri ile analizleri yapilmistir. Yapilarin farkli yiiklerde
farkli konformerlere sahip olabildigi ve bunlarin da farkli konformasyonel 6zellikler
gosterdigi gozlenmistir. Ayn1 molekiil kiitlesine sahip ancak farkli dizilimdeki
oligoniikleotitlerin farkli konformasyonel ozelliklere sahip olduklari, birbirleriyle
eslenik olan bu oligoniikleotitlerin ¢ift iplik DNA yapisina farkli katkilariin
bulundugu, bunlarin boyalarla etkilesimlerinde baz dizilimi seciciligiyle birlikte
etkilesimlere ait kompleks yapilarda farkli konformasyonel ozelliklerin olustugu,
DNA ile birden fazla boya etkilesiminde her bir boya i¢in esit konformasyonel katkinin

olmadig tespit edilmistir.

14) Esit derisimde ve hacimde hazirlanan aptamerler ile PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin
kovalent olmayan etkilesimlerinin lineer pozitif mod MALDI-MS ve pozitif mod ESI-
MS ile incelenmistir. Tim boyalarla olan etkilesimler Cizelge 5.2°de topluca

verilmistir.

e APT-2, 3, 4 ve 7’nin dizilimleri ve spektrumlar1 karsilastirildiginda FP-3 boyasinin
baglanma stokiyometrisinde kayda deger baz ¢ifti segiciligi gostermedigi ve ayrica FP-
3’in c¢ozelti ortaminda kiimelenerek birlesmesinden kaynakli olarak c¢oklu
stokiyometride niikleik asitlere baglanmasi da olasidir.

e Daha Once yapilan deneysel ¢aligmalarda FP-3’iin kisa zincirli oligoniikleotit dizileri
(6-12 mer) ile etkilesime girmedigi tespit edilmistir. 18 mer uzunluktaki APT-2, APT-
3, APT-4 ile 1:1 stokiyometride etkilesim olmasina ragmen 21 mer uzunluktaki APT-
7 ile 1:1 ve 1:2 stokiyometride etkilesim olusmasi APT-7 yapisinin uzun zincirinin
kendi iginde rotasyon yaparak veya iplik i¢i baz eslesmesi ile FP-3 yapisi igin

interkalasyon yapabilecegi bolge olusturmus olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak biiyiik
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hacimli bir yap1 olan FP-3 yapisinin interkalasyondan ziyade kismi interkalasyon
yapmis olabilecegi yorumu daha baskin gelmektedir.

e FP-3 yapisinin aptamerler ile etkilesim yolu olarak elektrostatik, interkalasyon veya
kismi interkalasyon yollarindan hangisini sectigi hakkinda kesin sonuca varmak

miimkiin olmamustir.

Cizelge 5. 2. FP-3, PT-5 ve PT-6’nin aptamelerle etkilesimlerinin MALDI-MS ve ESI-
MS toplu sonuglari.

MALDI-MS ESI-MS
APT:boya kodu APT:b(.)ya etkﬂ.e.slm APT:boya kodu APT:b(.)ya etkﬂ.e.slm
stokiyometrisi stokiyometrisi

APT2:PT5 | Etkilesim gozlenmedi. APT2:PT5 13, 1:4\'/ :15816 L7
APT4:PT5 1:1,1:2 APT4.PT5 1:3, 1:4, 1.5, 1:6 ve 1.7
APT2:PT6 1:1,1:2,1:3 APT2:PT6 1:1,1:2,1:3ve 1:4
APT4:PT6 1:1,1:2,1:3 APT4.PT6 1:2,1:3ve 14
APT2:FP3 1:1 - -
APT3: FP3 11 - -
APT4: FP3 11 - -
APT7: FP3 1:1,1:2 - -

15) Tiim kiitle spektrometrik sonuglar degerlendirildiginde; platin ve paladyum bagh
ligandlarin baz dizilimi segiciligiyle etkilesime girdikleri, molekiil i¢i hidrojen
baglanmalarla kararliliklarin arttirdiklar1 ve bunlarin yani sira protonlanmis ve katyon
katilmis hallerinin de oligoniikleotitler ile baz diziliminden bagimsiz, se¢imsiz olarak
elektrostatik etkilesime girmis olabilecegi ve ¢ift iplik DNA ile boya etkilesimlerini

minimize ettigi ve baskiladigi sonucuna varilmistir.

16) Platin (IT) bagh ligandla (PT-6) olan etkilesimler paladyum (II) bagh ligand (PT-5) ile
olan etkilesimlere kiyasla daha yiiksek siddette sinyal vermis olup platin
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etkilesimlerinin daha kuvvetli ve kararli oldugu belirlenmistir. Paladyum (I1)
bilesiklerinin yiiksek reaktivitesi nedeniyle ligand degisim kinetiginin ¢ok hizh
olmasindan kaynakli olarak platin komplekslerine kiyasla daha kararsiz kompleks
olusturmasi nedeniyle diisiik sinyal siddetine sahip etkilesim iyonlar1 olusturdugu

distiniilmistiir.

17) FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin niikleik asitler ile etkilesim mekanizmalarinin
kesin olarak aydinlatilabilmesi i¢in boyanin sabit derisimine karsi artan DNA derisimi
ile Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektroskopisi ile analizleri gerceklestirilmis ve

absorpsiyon spektrumlarindaki degisiklikler incelenmistir.

e DS-3-PT-5’in baglanma sabitlerinin, DNA ile iyi interkalasyon yapan EtBr
molekiiliiniin baglanma sabitinden (Kp= 1,40x10° M?) kiigiik oldugu fakat FP-3'iin
baglanma sabitlerinin goreceli olarak EtBr’nin baglanma sabitine yakin oldugu
gOriilmiistiir.

e DS-5-PT-5, DS-5-PT-6 ve DS-5-FP-3’iin baglanma sabitlerinin EtBr’ye gore daha
yiiksek oldugu goriilmiis olup bu yapilarin DSS ile 1yi interkalasyon yaptiklari tespit
edilmistir. Platin metalli PT-6’nin baglanma sabitinin ise paladyum metalli PT-5’in
baglanma sabitine gore daha biiyiikk olmasi nedeniyle platin komplekslerinin daha
kararli oldugu yorumu yapilmustir.

e Uzun zincirli buzagi timiis DNA sarmali ile olan baglanma sabitlerinin 107 M?
mertebesinde oldugu ve kisa zincirli DNA’lara (DS-3, DS-5 gibi) kiyasla daha biiytik
oldugu goriilmiistiir. FP3 ve PT6 kodlu boyalarin uzun zincirli DNA ile daha kararli
interkalasyon yaptigi tespit edilmistir.

e DS-5 ile etkilesimlere ait baglanma sabitlerinin DS-3 etkilesimlerine gore daha biiylik
oldugu tespit edilmis olup DS-5 ile olusan etkilesimlerin daha kararli oldugu yorumu
yapitlmistir. Baz diziliminden yola ¢ikilarak baglanma bdlgeleri ve baglanma
olasiliklar1 hakkindaki bilgiler ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. Cizelge 5.3’te UV-

vis Spektroskopi toplu sonuglari verilmistir.

243



Cizelge 5. 3. FP-3, PT-5 ve PT-6"nin DNA’larla etkilesimlerinin UV-vis Spektroskopi

toplu sonugclart.

UV-vis Spektroskopi
DS:boya kodu DS:boya etkilesim tiirii Etkilesim baglanma sabiti, Ky (M)
Absorpsiyon siddetinde Koo nm= 1,00x10°
DS3:FP3 azalma-interkalasyon K570 nmy= 3,00x10°
Kp(s20nm)= 3,00x10°
. 4 _ s
DS3:PT5 Absorpglyon siddetinde Kbzgonm)= 5,00x10 5
azalma-Interkalasyon Kb20 nmy= 3,00x10
Absorpsiyon siddetinde _ 6
DS3:PT6 artma-Elektrostatik veya Kogesonm= 1’20)(105
.. Kb@20 nm)= 5,00x10
kismi interkalasyon
) w Kbaso nmy= 1,60x10°
Y Kp(szonm)= 3,00x10°
. oy a o
DS5-PT5 Absorpglyon siddetinde Kbgonm= 1,50x10 )
azalma-Interkalasyon Kb@2o nm)= 2,00x10
’ g . b
DS5-PT6 Absorpglyon siddetinde Kbgonm= 1,50x10 6
azalma-Interkalasyon Kb20 nm= 3,00x10
Buzag1 timiis Absorpsiyon siddetinde _ .
DNA:FP3 azalma-interkalasyon Ky=2,00x10
Buzag timiis Absorpsiyon siddetinde
DNA:PT6 azalma-interkalasyon K,=1,00x107

18) FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin niikleik asitlerle etkilesimlerinin floresans

Ozelliklerinin incelenmesi i¢in boyanin sabit derisimine karsi artan DS-5 ve buzagi

timiis DNA derisimi ile Floresans Spektroskopisi ile analizleri gergeklestirilmis olup

Cizelge 5.4’te toplu sonuglar verilmistir.

e Tiim boyalarin serbest halde floresans 6zellik gosterdikleri tespit edilmistir.
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Cizelge 5. 4. FP-3, PT-5 ve PT-6"nin DNA’larla etkilesimlerinin Floresans Spektroskopi

toplu sonugclart.

Floresans Spektroskopi

DS:boya kodu DS:boya etkilesim tiirii
DS5-EP3 Floresans siddetinde giderek azalma ve 5 nm maviye kayma-
Interkalasyon
) Floresans siddetinde ¢ok fazla degisiklik yok-
DS5:PT5 o . . .
Etkilesim mekanizmasi belirlenemedi
DS5:PT6 Floresans siddetinde giderek azalma- Interkalasyon

Buzag timiis DNA:FP3 | Floresans siddetinde giderek azalma- interkalasyon

Floresans siddetinde giderek azalma ve 5 nm maviye kayma-

Buzag timiis DNA:PT6 | .
v Interkalasyon

19) Buzagi timiis DNA’s1 ile FP-3, PT-5 ve PT-6 kodlu boyalarin etkilesimlerinin

Agaroz Jel Elektroforezi ile analizleri gergeklestirilmistir.

e DNA ¢ok diisiik, ihmal edilebilir diizeyde floresans 6zellik gostermistir.

e Kontrol amagl kullanilmak iizere yiiklenen DNA+EtBr etkilesiminin en yiiksek
floresansi verdigi gozlenmistir.

e FP-3 boyasi ile DNA’nin EtBr ile oldugu kadar olmasa da goreceli olarak kuvvetli
bir floresans 151masi verdigi goriilmiistiir.

e PT-6 ve PT-5 kodlu boyalarin ise DNA ile etkilesime girerek floresans isima
verdikleri goriilmistiir. Platin i¢ceren PT-6’nin paladyum igeren PT-5’e kiyasla daha
yiiksek siddette 1s1ma verdigi goriilmiis olup platin komplekslerinin paladyuma
kiyasla daha kararli oldugu sdylenmistir.

e DNA’nin sabit derisimine kars1 FP-3 kodlu boyanin farkli derisim oranlarindaki (10
4,10° ve 10® M) etkilesimlerinde; derisimin artmasiyla birlikte etkilesime ait
floresans veriminin arttig1 ve jelde daha kuvvetli 1s1ma olustugu goézlenmistir.
Derigimin artmasinin sonucu olarak c¢oklu stokiyometride etkilesimlerin de

gerceklesmis olabilecegi de diislintilmiistiir.

20) Florimetrik deneylerden elde edilen sonuglarla uyumlu olarak jel elektroforetik
yontemlerle de perilen diimit tiirevi olan FP-3 boyasinin DNA ig¢in iyi bir interkalator

oldugu sonucu desteklenmistir ve etkin bir sekilde goriintiileme ajan1 olarak EtBr’ye
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alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir. Uzun zincirli biiyiikk DNA yapisinin
kullanilmastyla birlikte FP-3 yapisinin DNA sarmalina interkalasyon yapabilecegi
alanin varlig1 ile bu boya ile etkilesim caligmalarinda uzun zincirli ¢ift sarmal DNA
kullaniminin  gerekliligi  desteklenmistir. Ote yandan biyolojik sistemlerde
kullanilacak olan perilen diimit tiirevi bu boyanin su gibi polar ¢oziiciilerde
¢ozlinlirliiglintin arttirtlmasi caligmalari yapilarak sulu ¢ozeltideki giiclii n-n istifleme
etkilesimlerinin dolayisiyla da floresansin kuvvetli bigcimde kendi kendini sondiirme

etkisinin Oniine gegilmesi gerekmektedir.

21) Platin (II) iceren PT-6 ve paladyum (II) igeren PT-5 kodlu boyalar DNA ile
etkilesimlerinde, DNA ile iyi interkalasyon yaptigi literatiirde bircok g¢alismada
raporlanmis olan EtBr molekiiliine kiyasla daha zayif floresans etki gosterseler de bu
boyalarin EtBr’ye alternatif goriintilleme ajani olarak bazi sinirlamalar ile birlikte
Ozellikle uzun c¢ift sarmal DNA ile etkilesimlerde kullanilabilecekleri sonucuna
varilmistir. Benzimidazol tiirevi bu boyalarin (kiitle spektrometrisi ve spektrometrik
analiz sonuclaria gore) DNA ile iyi etkilestikleri bilindiginden tip alaninda kanser
teshisi ve ileriki deneysel ¢alismalarla birlikte kanser tedavisi alaninda, yan etkileri

ve direnci bilinen cis-platine alternatif olarak kullanilabilme olasiliklar1 yiiksektir.

246



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

6. KAYNAKLAR

S. N. Topkaya and A. E. Cetin, “Determination of Electrochemical Interaction
between 2-(1H-benzimidazol-2-yl) Phenol and DNA Sequences,” Electroanalysis,
vol. 31, no. 8, pp. 1571-1578, Aug. 2019, doi: 10.1002/ELAN.201900199.

S. N. Topkaya, G. Serindere, and M. Ozder, “Determination of DNA
Hypermethylation Using Anti-cancer Drug-Temozolomide,” Electroanalysis, vol.
28, no. 5, pp. 1052-1059, May 2016, doi: 10.1002/ELAN.201501027.

S. E. Pierce, R. Kieltyka, H. F. Sleiman, and J. S. Brodbelt, “Evaluation of binding
selectivities and affinities of platinum-based quadruplex interactive complexes by

electrospray ionization mass spectrometry,” Biopolymers, vol. 91, no. 4, pp. 233—
243, 2009, doi: 10.1002/bip.21130.

D. L. Ma, D. S. H. Chan, P. Lee, M. H. T. Kwan, and C. H. Leung, “Molecular
modeling of drug—DNA interactions: Virtual screening to structure-based design,”
Biochimie, wvol. 93, no. 8, pp. 1252-1266, Aug. 2011, doi:
10.1016/J.BIOCHI.2011.04.002.

M. Monajjemi and F. Mollaamin, “Molecular Modeling Study of Drug-DNA
Combined to Single Walled Carbon Nanotube,” J. Clust. Sci., vol. 23, no. 2, pp.
259-272, Jun. 2012, doi: 10.1007/s10876-011-0426-y.

T. Ellis, D. A. Evans, C. R. H. Martin, and J. A. Hartley, “A 96-well DNase |
footprinting screen for drug-DNA interactions,” Nucleic Acids Res., vol. 35, no.
12, Jun. 2007, doi: 10.1093/nar/gkm467.

S. Dogra, P. Awasthi, S. Tripathi, T. P. Pradeep, M. S. Nair, and R. Barthwal,
“NMR-based structure of anticancer drug mitoxantrone stacked with terminal base
pair of DNA hexamer sequence d-(ATCGAT) 2,” J. Biomol. Struct. Dyn., vol. 32,
no. 7, pp. 1164-1183, Jul. 2014, doi:
10.1080/07391102.2013.809021/SUPPL_FILE/TBSD_A_ 809021 _SM7306.DO
C.

M. Raja, J. Alberti, J. Saurina, and S. Sentellas, “Liquid chromatography-mass
spectrometry as a general approach for investigating covalent binding of drugs to
DNA,” Anal. Bioanal. Chem., vol. 408, no. 14, pp. 3911-3922, May 2016, doi:
10.1007/S00216-016-9481-4/TABLES/2.

C. J. Baltazar, R. Mun, H. A. Tajmir-Riahi, and J. Bariyanga, “Spectroscopic
studies on the interaction of mimosine with BSA and DNA,” J. Mol. Struct., vol.

247



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

1161, pp. 273-278, Jun. 2018, doi: 10.1016/J.MOLSTRUC.2018.01.039.

F. Araya, G. Huchet, I. McGroarty, G. G. Skellern, and R. D. Waigh, “Capillary
electrophoresis for studying drug—DNA interactions,” Methods, vol. 42, no. 2, pp.
141-149, Jun. 2007, doi: 10.1016/J.YMETH.2006.09.006.

F. C. Loo, S. P. Ng, C. M. L. Wu, and S. K. Kong, “An aptasensor using DNA
aptamer and white light common-path SPR spectral interferometry to detect
cytochrome-c for anti-cancer drug screening,” Sensors Actuators B Chem., vol.
198, pp. 416-423, Jul. 2014, doi: 10.1016/J.SNB.2014.03.077.

M. A. Husain, H. M. Ishqi, T. Sarwar, S. U. Rehman, and M. Tabish, “Interaction
of indomethacin with calf thymus DNA: a multi-spectroscopic, thermodynamic
and molecular modelling approach,” Medchemcomm, vol. 8, no. 6, pp. 1283-1296,
Jun. 2017, doi: 10.1039/C7MD00094D.

Y. You et al., “Measuring Binding Constants of Cucurbituril-Based Host-Guest
Interactions at the Single-Molecule Level with Nanopores,” ACS Sensors, vol. 4,
no. 3, pp. 774-779, Mar. 2019, doi:
10.1021/ACSSENSORS.9B00408/ASSET/IMAGES/LARGE/SE-2019-
00408E_0004.JPEG.

Y. Zhang, J. Hu, and C. Y. Zhang, “Sensitive detection of transcription factors by
isothermal exponential amplification-based colorimetric assay,” Anal. Chem., vol.
84, no. 21, pp. 9544-9549, Nov. 2012, doi:
10.1021/AC3024087/SUPPL_FILE/AC3024087_S1_001.PDF.

G. V. Suarez-Moreno et al., Second and third-row transition metal compounds
containing benzimidazole ligands: An overview of their anticancer and antitumour
activity, vol. 472. 2022.

O. Tar, F. Giimiis, L. Agik, and B. Aydin, “Synthesis, characterization and DNA
binding studies of platinum(Il) complexes with benzimidazole derivative ligands,”
Bioorg. Chem., vol. 74, pp. 272-283, 2017, doi: 10.1016/j.bioorg.2017.08.015.

N. T. Abdel-Ghani and A. M. Mansour, “Molecular structures of antitumor active
Pd(ll) and Pt(ll) complexes of N,N-donor benzimidazole methyl ester,”
http://dx.doi.org/10.1080/00958972.2012.661048, vol. 65, no. 5, pp. 763-779,
2012, doi: 10.1080/00958972.2012.661048.

E. A. Nyawade, M. O. Onani, S. Meyer, and P. Dube, “Synthesis, characterization
and antibacterial activity studies of new 2-pyrral-L-amino acid Schiff base
palladium (IT) complexes,” Chem. Pap., vol. 74, no. 11, pp. 3705-3715, Nov. 2020,
doi: 10.1007/S11696-019-00986-5/TABLES/5.

248



[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

N. Shrivastava, M. J. Naim, M. J. Alam, F. Nawaz, S. Ahmed, and O. Alam,
“Benzimidazole Scaffold as Anticancer Agent: Synthetic Approaches and
Structure—Activity Relationship,” Arch. Pharm. (Weinheim)., vol. 350, no. 6, pp.
1-80, 2017, doi: 10.1002/ardp.201700040.

Z. Zhao, N. Xu, Y. Wang, G. Ling, and P. Zhang, “Perylene diimide-based
treatment and diagnosis of diseases,” J. Mater. Chem. B, vol. 9, pp. 8937-8950,
2021, doi: 10.1039/d1th01752g.

Z. Xu et al., “A unique perylene-based DNA intercalator: Localization in cell
nuclei and inhibition of cancer cells and tumors,” Small, vol. 10, no. 20, pp. 4087—
4092, Jun. 2014, doi: 10.1002/smll.201401262.

Z. Xu et al., “Molecular size, shape, and electric charges: Essential for perylene
bisimide-based DNA intercalator to localize in cell nuclei and inhibit cancer cell
growth,” ACS Appl. Mater. Interfaces, vol. 7, no. 18, pp. 9784-9791, 2015, doi:
10.1021/acsami.5b01665.

K. R. Wang, H. W. An, R. X. Rong, Z. R. Cao, and X. L. Li, “Synthesis of
biocompatible glycodendrimer based on fluorescent perylene bisimides and its
bioimaging,” Macromol. Rapid Commun., vol. 35, no. 7, pp. 727-734, 2014, doi:
10.1002/marc.201300916.

M. Yin and S. Zhang, “A Unique perylene-based DNA intercalator: Localization
in cell nuclei and inhibition of cancer cells and tumors,” Nanomedicine
Nanotechnology, Biol. Med., vol. 12, no. 2, p. 466, Feb. 2016, doi:
10.1016/j.nan0.2015.12.060.

J. Scott, “Introduction to recombinant DNA,” J. Inherit. Metab. Dis., vol. 9, no. 1
Supplement, pp. 3-16, 1986, doi: 10.1007/BF01800854.

“Comparison of Nucleic Acid Gel Stains,” www.biotium.com (Erisim tarihi: 8
Ocak 2023).

B. A. Armitage, “Cyanine dye-DNA interactions: Intercalation, groove binding,
and aggregation,” Top. Curr. Chem., vol. 253, pp. 55-76, 2005, doi:
10.1007/b100442.

S. U. Rehman, T. Sarwar, M. A. Husain, H. M. Ishqi, and M. Tabish, “Studying
non-covalent drug-DNA interactions,” Arch. Biochem. Biophys., vol. 576, pp. 49—
60, 2015, doi: 10.1016/j.abb.2015.03.024.

C. L. Mazzitelli, J. S. Brodbelt, J. T. Kern, M. Rodriguez, and S. M. Kerwin,
“Evaluation of binding of perylene diimide and benzannulated perylene diimide
ligands to DNA by electrospray ionization mass spectrometry,” J. Am. Soc. Mass

249



[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

Spectrom., wvol. 17, no. 4, pp. 593-604, Apr. 2006, doi:
10.1016/j.jasms.2005.12.011.

Y. Ma et al., “Ph-Sensitive perylene tetra-(alkoxycarbonyl) probes for live cell
imaging,” New J. Chem., vol. 40, no. 8, pp. 6615-6622, 2016, doi:
10.1039/c6nj00153;.

M. J. Farooqi, M. A. Penick, J. Burch, G. R. Negrete, and L. Brancaleon,
“Characterization of novel perylene diimides containing aromatic amino acid side
chains,” Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol. Spectrosc., vol. 153, pp. 124—
131, 2016, doi: 10.1016/j.saa.2015.08.013.

D. Gorl, X. Zhang, and F. Wiirthner, “Molecular assemblies of perylene bisimide
dyes in water,” Angew. Chemie - Int. Ed., vol. 51, no. 26, pp. 6328-6348, 2012,
doi: 10.1002/anie.201108690.

Y. Sun, S. Bi, D. Song, C. Qiao, D. Mu, and H. Zhang, “Study on the interaction
mechanism between DNA and the main active components in Scutellaria
baicalensis Georgi,” Sensors Actuators, B Chem., vol. 129, no. 2, pp. 799-810,
2008, doi: 10.1016/j.snb.2007.09.082.

D. Inci, R. Aydin, O. Vatan, O. Sahin, and N. Cinkili¢, “Water-soluble binary and
ternary palladium(ii) complexes containing amino acids and intercalating ligands:
Synthesis, characterization, biomolecular interactions and cytotoxicities,” New J.
Chem., vol. 43, no. 12, pp. 46814697, 2019, doi: 10.1039/c8nj05934a.

F. Darabi, H. Hadadzadeh, J. Simpson, and A. Shahpiri, “A water-soluble Pd(ii)
complex with a terpyridine ligand: Experimental and molecular modeling studies
of the interaction with DNA and BSA; And: In vitro cytotoxicity investigations
against five human cancer cell lines,” New J. Chem., vol. 40, no. 11, pp. 9081
9097, 2016, doi: 10.1039/c6nj01880g.

B. Tutkun, "Heterohalkali Benzimidazol Tiirevlerinin Sentezi ve Metal
Kompleksleri", Yiiksek Lisans Tezi, Biilent Ecevit Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Zonguldak, 2013.

D. Gigante, “Life sciences,” William Blake Context, vol. 1, no. August, pp. 270-
276, 2019, doi: 10.1017/9781316534946.031.

“Biomolecules: Types and Functions - Conduct Science.”
https://conductscience.com/biomolecules-types-and-functions/ (Erisim tarihi: 8

Ocak 2023).

S. Minchin and J. Lodge, “Understanding biochemistry: structure and function of
nucleic acids,” Essays Biochem., vol. 63, pp. 433-456, 2019, doi:

250



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

10.1042/EBC20180038.

N. Yoshida, T. Imai, S. Phongphanphanee, A. Kovalenko, and F. Hirata,
“Molecular recognition in biomolecules studied by statistical-mechanical integral-
equation theory of liquids,” J. Phys. Chem. B, vol. 113, no. 4, pp. 873-886, Jan.
2009, doi: 10.1021/JP807068K/ASSET/IMAGES/LARGE/JP-2008-
07068K_0001.JPEG.

M. Zourob, Recognition receptors in biosensors. Springer, 2010.

N. Chaffey, “Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. and Walter,
P. Molecular biology of the cell. 4th edn.,” Ann. Bot., vol. 91, no. 3, p. 401, Feb.
2003, doi: 10.1093/A0OB/MCG023.

“Photograph 51, by Rosalind Franklin (1952) | The Embryo Project Encyclopedia.”
https://fembryo.asu.edu/pages/photograph-51-rosalind-franklin-1952 (Erisim
tarihi: 8 Ocak 2023).

“The Structure and Function of DNA - Molecular Biology of the Cell - NCBI
Bookshelf.” https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26821/ (Erisim tarihi: 8
Ocak 2023).

H. Clausen-Schaumann, M. Rief, C. Tolksdorf, and H. E. Gaub, “Mechanical
Stability of Single DNA Molecules,” Biophys. J., vol. 78, no. 4, pp. 1997-2007,
Apr. 2000, doi: 10.1016/S0006-3495(00)76747-6.

T. V Chalikian, J. Vo'lkervo“lker, G. E. Plum, and K. J. Breslauer, “A more unified
picture for the thermodynamics of nucleic acid duplex melting: A characterization
by calorimetric and volumetric techniques,” vol. 96, pp. 7853—7858, 1999.

Z.Cui,J. A. Theruvathu, A. Farrel, A. Burdzy, and L. C. Sowers, “Characterization
of synthetic oligonucleotides containing biologically important modified bases by
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry,”
Anal. Biochem., vol. 379, no. 2, pp. 196-207, 2008, doi: 10.1016/j.ab.2008.04.031.

A. Ozgen, "Kovalent Olmayan Komplekslerin Sitokiyometri ve Kararliliklarinin
Kiitle Spektrometresi ile Incelenmesi", Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2012.

R. G. Keil, “2.12 Mineral Matrices and Organic Matter Introduction 338 12.12.2
Evidence for Organic Matter Association with Minerals 340 12.12.2.1 Correlations
with Grain Size and Mineral-Specific Surface Area 340 12.12.2.2 Why Do Organic
Matter and Minerals Stick Together? 340 12.12.2.2.1 Sorption 341 12.12.2.2.2
Occlusion by biomineralization 343 12.12.2.2.3 Secondary architectures:
aggregation 343 12.12.2.2.4,” Org. Geochem., vol. 12, pp. 337-359, 2014, doi:

251



[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

10.1016/B978-0-08-095975-7.01024-X.

A. Carrier, P. Le Ber, and C. Auclair, “Spin-labeled oxazolopyridocarbazole as a
probe for studying nonintercalating DNA groove binding ligands,” Biochemistry,
vol. 29, no. 25, pp. 6002—6009, Jun. 1990, doi: 10.1021/B100477A018.

Antonino Lauria, Paola Barraja, Gaetano Dattolo, and Anna Maria Almerico,
“DNA Minor Groove Binders: an Overview on Molecular Modeling and QSAR
Approaches,” Curr. Med. Chem., vol. 14, no. 20, pp. 2136-2160, 2007, doi:
10.2174/092986707781389673.

R. Wing et al., “Crystal structure analysis of a complete turn of B-DNA,” Nature,
vol. 287, no. 5784, pp. 755-758, 1980, doi: 10.1038/287755a0.

C. Pabo and R. T. Sauer, “PROTEIN-DNA RECOGNITION,” 1984.

B. H. Geierstanger and D. E. Wemmer, “Complexes of the minor groove of DNA,”
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct.,, vol. 24, pp. 463-493, 1995, doi:
10.1146/annurev.bb.24.060195.002335.

G. Bischoff, S. Hoffmann, and R. Zhdanov, “DNA-binding of Drugs Used in
Medicinal Therapies,” Front. Med. Chem. - Online, vol. 1, no. 1, pp. 619-645,
2005, doi: 10.2174/1567204043396361.

A. Erxleben, “Investigation of non-covalent interactions of metal complexes with
DNA in cell-free systems,” Chimia (Aarau)., vol. 71, no. 3, pp. 102-111, 2017,
doi: 10.2533/chimia.2017.102.

A. M. Pyle, J. P. Rehmann, R. Meshoyrer, N. J. Turro, J. K. Barton, and C. V.
Kumar, “Mixed-Ligand complexes of ruthenium(ll): Factors governing binding to
DNA,” J. Am. Chem. Soc., vol. 111, no. 8, pp. 3051-3058, 1989, doi:
10.1021/JA00190A046/ASSET/JA00190A046.FP.PNG_V03.

A. A. Phadte, S. Banerjee, N. A. Mate, and A. Banerjee, “Spectroscopic and
viscometric determination of DNA-binding modes of some bioactive
dibenzodioxins and phenazines,” Biochem. Biophys. Reports, vol. 18, no.
December 2018, p. 100629, 2019, doi: 10.1016/j.bbrep.2019.100629.

A. Oleksi et al., “Molecular Recognition of a Three-Way DNA Junction by a
Metallosupramolecular Helicate** Although much current drug research focuses
on agents that inhibit the action of proteins, nucleic acids are attractive therapeutic
targets because of their potential for controlling from the authors,” Angew. Chem.
Int. Ed, vol. 45, pp. 1227-1231, 2006, doi: 10.1002/anie.200503822.

A. A. Almaqwashi, T. Paramanathan, 1. Rouzina, and M. C. Williams, “Survey and

252



[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

Summary Mechanisms of small molecule-DNA interactions probed by single-
molecule force spectroscopy,” Nucleic Acids Res., vol. 44, no. 9, pp. 3971-3988,
2016, doi: 10.1093/nar/gkw237.

N. T. Abdel Ghani and A. M. Mansour, “Palladium(II) and platinum(II) complexes
containing benzimidazole ligands: Molecular structures, vibrational frequencies
and cytotoxicity,” J. Mol. Struct., vol. 991, no. 1-3, pp. 108-126, 2011, doi:
10.1016/j.molstruc.2011.02.014.

U. Dogan et al., “Novel Benzimidazole- Platinum(ll) Complexes: Synthesis,
Characterization, Antimicrobial and Anticancer Activity,” J. Mol. Struct., vol.
1229, 2021, doi: 10.1016/j.molstruc.2020.129785.

N. T. Abdel Ghani and A. M. Mansour, “Novel Pd(Il) and Pt(I) complexes of
N,N-donor benzimidazole ligand: Synthesis, spectral, electrochemical, DFT
studies and evaluation of biological activity,” Inorganica Chim. Acta, vol. 373, no.
1, pp. 249-258, 2011, doi: 10.1016/j.ica.2011.04.036.

L. Messori et al., “Reactivity and biological properties of a series of cytotoxic Ptl
2(amine) 2 complexes, either cis or trans configured,” Inorg. Chem., vol. 51, no.
3, pp. 1717-1726, 2012, doi: 10.1021/ic202036c¢.

A. Kellett, Z. Molphy, C. Slator, V. McKee, and N. P. Farrell, “Molecular methods
for assessment of non-covalent metallodrug-DNA interactions,” Chem. Soc. Rev.,
vol. 48, no. 4, pp. 971-988, Feb. 2019, doi: 10.1039/c8¢cs00157j.

C. Miigge et al., “Elucidating the reactivity of Pt(II) complexes with (O,S)
bidentate ligands towards DNA model systems,” J. Inorg. Biochem., vol. 160, pp.
198-209, 2016, doi: 10.1016/j.jinorgbio.2016.02.013.

L. Messori et al., “Interactions between anticancer trans -platinum compounds and
proteins: Crystal structures and esi-ms spectra of two protein adducts of trans -
(dimethylamino)(methylamino)dichloridoplatinum(II),” Inorg. Chem., vol. 53, no.
15, pp. 7806-7808, Aug. 2014, doi: 10.1021/ic5012583.

A. Cal, “Yeni Nesil Platin Komplekslerinin Kiitle Spektrometrik Ydntemlerle
Incelenmesi ve Antikanser Aktivitelerinin In Vitro Olarak Arastirilmasi”, Doktora
Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2014.

V. H. Cohn et al., “Biochemistry 1985, 24, 707-713 707 in Fundamentals of Drug
Metabolism Adducts of the Antitumor Drug cw-Diamminedichloroplatinum(ll)
with DNA: Formation, Identification, and Quantitationl,” C. R. Hebd. Seances
Acad. Sci., Ser. C, vol. 27, no. 2, p. 58, 1984.

S. Utku, F. Gumus, S. Tezcan, M. S. Serin, and A. Ozkul, “Synthesis,

253



[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

characterization, cytotoxicity, and DNA binding of some new platinum(Il) and
platinum(IV) complexes with benzimidazole ligands,” J. Enzyme Inhib. Med.
Chem., vol. 25, no. 4, pp. 502-508, 2010, doi: 10.3109/14756360903282858.

A. D. Richards and A. Rodger, “Synthetic metallomolecules as agents for the
control of DNA structure,” Chem. Soc. Rev., vol. 36, no. 3, pp. 471-483, 2007,
doi: 10.1039/b609495c.

P. M. Takahara, C. A. Frederick, and S. J. Lippard, “Crystal structure of the
anticancer drug cisplatin bound to duplex DNA,” J. Am. Chem. Soc., vol. 118, no.
49, pp. 12309-12321, 1996, doi:
10.1021/JA9625079/SUPPL_FILE/JA12309.PDF.

A. P. Silverman, W. Bu, S. M. Cohen, and S. J. Lippard, “2.4-A crystal structure
of the asymmetric platinum complex [Pt(ammine)(cyclohexylamine)]2+ bound to
a dodecamer DNA duplex,” J. Biol. Chem., vol. 277, no. 51, pp. 49743-49749,
Dec. 2002, doi: 10.1074/JBC.M206979200.

A. Hussain, M. F. AlIAjmi, T. R. Md, A. A. Khan, P. A. Shaikh, and R. A. Khan,
“Evaluation of Transition Metal Complexes of Benzimidazole-Derived Scaffold as
Promising Anticancer Chemotherapeutics,” Mol. 2018, Vol. 23, Page 1232, vol.
23, no. 5, p. 1232, May 2018, doi: 10.3390/MOLECULES23051232.

N. T. A. Ghani and A. M. Mansour, “2-[(1H-Benzimidazol-2-ylmethyl)-amino]-
benzoic acid methyl ester: Crystal structure, DFT calculations and biological
activity evaluation,” Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol. Spectrosc., vol. 81,
no. 1, pp. 754-763, 2011, doi: 10.1016/j.saa.2011.07.021.

M. Barwiolek et al., “The synthesis, characterization and fluorescence properties
of new benzimidazole derivatives,” J. Lumin., vol. 211, no. September 2018, pp.
88-95, 2019, doi: 10.1016/j.jlumin.2019.03.026.

Salahuddin, M. Shaharyar, and A. Mazumder, “Benzimidazoles: A biologically
active compounds,” Arab. J. Chem., vol. 10, pp. S157-S173, Feb. 2017, doi:
10.1016/J.ARABJC.2012.07.017.

E. Horak, P. Kassal, and 1. Murkovi¢ Steinberg, “Benzimidazole as a structural
unit in fluorescent chemical sensors: the hidden properties of a multifunctional
heterocyclic scaffold,” https://doi.org/10.1080/10610278.2017.1403607, vol. 30,
no. 10, pp. 838-857, Oct. 2017, doi: 10.1080/10610278.2017.1403607.

S. N. Karuk Elmas, “Biyotiyollerin Tayini igin Perilen Diimid Temelli Floresans

Problarin  Gelistirilmesi ve Uygulamalar1”, Doktora Tezi, Karamanoglu
Mehmetbey Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Karaman, 2019.

254



[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

E. Kozma and M. Catellani, “Perylene diimides based materials for organic solar
cells,” Dye. Pigment., wvol. 98, no. 1, pp. 160-179, 2013, doi:
10.1016/j.dyepig.2013.01.020.

S. Udenfriend and P. Zaltzman, “Fluorescence characteristics of purines,
pyrimidines, and their derivatives: Measurement of guanine in nucleic acid
hydrolyzates,” Anal. Biochem., vol. 3, no. 1, pp. 49-59, 1962, doi: 10.1016/0003-
2697(62)90043-X.

D. Pastré, O. Piétrement, A. Zozime, and E. Le Cam, “Study of the DNA/ethidium
bromide interactions on mica surface by atomic force microscope: Influence of the
surface friction,” Biopolymers, vol. 77, no. 1, pp. 53-62, 2005, doi:
10.1002/bip.20185.

S. Nafisi, A. A. Saboury, N. Keramat, J. F. Neault, and H. A. Tajmir-Riahi,
“Stability and structural features of DNA intercalation with ethidium bromide,
acridine orange and methylene blue,” J. Mol. Struct., vol. 827, no. 1-3, pp. 35-43,
2007, doi: 10.1016/j.molstruc.2006.05.004.

V. L. Singer And R. P. Haugland, “Fluorescent Imaging of Nucleic Acids and
Proteins in Gels,” Fluoresc. Lumin. Probes Biol. Act., pp. 51-62, Jan. 1999, doi:
10.1016/B978-012447836-7/50006-3.

H. J. Karlsson, M. Eriksson, E. Perzon, B. Akerman, P. Lincoln, and G. Westman,
“Groove-binding unsymmetrical cyanine dyes for staining of DNA: syntheses and
characterization of the DNA-binding,” Nucleic Acids Res., vol. 31, no. 21, p. 6227,
Nov. 2003, doi: 10.1093/NAR/GKG821.

J. B. Lepecq and C. Paoletti, “A fluorescent complex between ethidium bromide
and nucleic acids: Physical—Chemical characterization,” J. Mol. Biol., vol. 27, no.
1, pp. 87-106, Jul. 1967, doi: 10.1016/0022-2836(67)90353-1.

C. G. Reinhardt and T. R. Krugh, “A Comparative Study of Ethidium Bromide
Complexes with Dinucleotides and DNA: Direct Evidence for Intercalation and
Nucleic Acid Sequence Preferences* 1" Ethidium aggregation can be adequately
represented by dimer formation with a dimerization constant K;,” UTC, 2022.

J. Sigmon and L. L. Larcom, “The effect of ethidium bromide on mobility of DNA
fragments in agarose gel electrophoresis,” Electrophoresis, vol. 17, no. 10, pp.
1524-1527, 1996, doi: 10.1002/elps.1150171003.

S. E. Miller, P. Taillon-Miller, and P. Y. Kwok, “Cost-effective staining of DNA

with SYBR green in preparative agarose gel electrophoresis,” Biotechniques, vol.
27, no. 1, pp. 34-36, 1999, doi: 10.2144/99271BMO05.

255



[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

Q. Huang and W. L. Fu, “Comparative analysis of the DNA staining efficiencies
of different fluorescent dyes in preparative agarose gel electrophoresis,” Clin.
Chem. Lab. Med., vol. 43, no. 8, pp. 841-842, 2005, doi:
10.1515/CCLM.2005.141.

M. C. M. Couto, A. P. Sudre, M. F. Lima, and T. C. B. Bomfim, “Comparison of
techniques for DNA extraction and agarose gel staining of DNA fragments using
samples of Cryptosporidium,” Vet. Med. (Praha)., vol. 58, no. 10, pp. 535-542,
2013, doi: 10.17221/7085-VETMED.

A. M. Jeffrey, “DNA modification by chemical carcinogens,” Pharmacol. Ther.,
vol. 28, no. 2, pp. 237-272, 1985, doi: 10.1016/0163-7258(85)90013-0.

D. McGregor, “The genetic toxicology of toluene,” Mutat. Res. Genet. Toxicol.,
vol. 317, no. 3, pp. 213-228, 1994, doi: 10.1016/0165-1110(94)90003-5.

T. D. Stephens, C. J. W. Bunde, and B. J. Fillmore, “Mechanism of action in
thalidomide teratogenesis,” Biochem. Pharmacol., vol. 59, no. 12, pp. 1489-1499,
2000, doi: 10.1016/S0006-2952(99)00388-3.

J. Liu et al., “DNA-binding and cleavage studies of macrocyclic copper(ll)
complexes,” J. Inorg. Biochem., vol. 91, no. 1, pp. 269-276, 2002, doi:
10.1016/S0162-0134(02)00441-5.

S. Heetal., “A craphene nanoprobe for rapid, sensitive, and multicolor fluorescent
DNA analysis,” Adv. Funct. Mater., vol. 20, no. 3, pp. 453-459, 2010, doi:
10.1002/adfm.200901639.

X. Zhao, R. Tapec-Dytioco, and W. Tan, “Ultrasensitive DNA detection using
highly fluorescent bioconjugated nanoparticles,” J. Am. Chem. Soc., vol. 125, no.
38, pp. 11474-11475, 2003, doi: 10.1021/ja0358854.

X. Cao and P. A. Limbach, “Mass spectrometry: Nucleic acids and nucleotides
studied using MS,” Encycl. Spectrosc. Spectrom., vol. 2, pp. 764-771, 2016, doi:
10.1016/B978-0-12-409547-2.11691-9.

V. Casagrande, ‘Stabilization of G-quadruplex structures by specific ligands:
towards anti-HIV aptamers and new anticancer drugs.’, Dottorato di Ricerca in
Scienze Chimiche, Universita Degli Studi Di Roma La Sapienza, Facolta Di
Scienze Matematiche, Fisiche e Naturali, Roma, 2009.

[100] V. Gabelica, E. De Pauw, and F. Rosu, “Interaction between antitumor drugs and

a double-stranded oligonucleotide studied by electrospray ionization mass
spectrometry,” J. Mass Spectrom., vol. 34, no. 12, pp. 1328-1337, 1999, doi:
10.1002/(SIC1)1096-9888(199912)34:12<1328::AID-JMS889>3.0.CO; 2-F.

256



[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

S. Kerwin, “G-Quadruplex DNA as a Target for Drug Design,” Curr. Pharm. Des.,
vol. 6, no. 4, pp. 441-471, 2005, doi: 10.2174/1381612003400849.

L. H. Hurley et al., “G-quadruplexes as targets for drug design,” Pharmacol. Ther.,
vol. 85, no. 3, pp. 141-158, 2000, doi: 10.1016/S0163-7258(99)00068-6.

M. Atakay, “Model Sentetik Polimerlerin ve Komplekslerin Gaz Fazi
Karaktersitiklerinin Incelenmesi” Doktora Tezi, Hacettepe Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2016.

M. Ganeshpandian, S. Ramakrishnan, M. Palaniandavar, E. Suresh, A. Riyasdeen,
and M. A. Akbarsha, “Mixed ligand copper(Il) complexes of 2,9-dimethyl-1,10-
phenanthroline: Tridentate 3N primary ligands determine DNA binding and
cleavage and cytotoxicity,” J. Inorg. Biochem., vol. 140, pp. 202-212, 2014, doi:
10.1016/j.jinorgbio.2014.07.021.

G. Zhang, P. Fu, L. Wang, and M. Hu, “Molecular spectroscopic studies of farrerol
interaction with calf thymus DNA,” J. Agric. Food Chem., vol. 59, no. 16, pp.
8944-8952, 2011, doi: 10.1021/jf2019006.

M. Khorasani-Motlagh, M. Noroozifar, and S. Mirkazehi-Rigi, “Fluorescence and
DNA-binding spectral studies of neodymium(lll) complex containing 2,2'-
bipyridine, [Nd(bpy)2CI3-OH2],” Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol.
Spectrosc., vol. 75, no. 2, pp. 598-603, 2010, doi: 10.1016/j.saa.2009.11.024.

N. Shahabadi and S. Hadidi, “Spectroscopic studies on the interaction of calf
thymus DNA with the drug levetiracetam,” Spectrochim. Acta - Part A Mol.
Biomol. Spectrosc., vol. 96, pp. 278-283, 2012, doi: 10.1016/j.saa.2012.05.045.

K. Bhadra and G. S. Kumar, “Interaction of berberine, palmatine, coralyne, and
sanguinarine to quadruplex DNA: A comparative spectroscopic and calorimetric
study,” Biochim. Biophys. Acta - Gen. Subj., vol. 1810, no. 4, pp. 485496, 2011,
doi: 10.1016/j.bbagen.2011.01.011.

C. Wei, J. Wang, and M. Zhang, “Spectroscopic study on the binding of porphyrins
to (GA4T4G4)4 parallel G-quadruplex,” Biophys. Chem., vol. 148, no. 1-3, pp. 51—
55, 2010, doi: 10.1016/j.bpc.2010.02.009.

F. Schmid, “Biological Macromolecules: UV-visible Spectrophotometry,” €eLS,
pp. 1-4, 2001, doi: 10.1038/npg.els.0003142.

N. Shahabadi and M. Maghsudi, “Multi-spectroscopic and molecular modeling
studies on the interaction of antihypertensive drug; Methyldopa with calf thymus
DNA,” Mol. Biosyst.,, vol. 10, no. 2, pp. 338-347, 2014, doi:
10.1039/c3mb70340a.

257



[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

X. Ling, W. Zhong, Q. Huang, and K. Ni, “Spectroscopic studies on the interaction
of pazufloxacin with calf thymus DNA,” J. Photochem. Photobiol. B Biol., vol. 93,
no. 3, pp. 172-176, 2008, doi: 10.1016/j.jphotobiol.2008.07.008.

F. Cui, Q. Liu, H. Luo, and G. Zhang, “Spectroscopic, viscositic and molecular
modeling studies on the interaction of 3’-Azido-daunorubicin thiosemicarbazone
with DNA,” J. Fluoresc., vol. 24, no. 1, pp. 189-195, 2014, doi: 10.1007/s10895-
013-1285-8.

J. Ren and J. B. Chaires, “Sequence and structural selectivity of nucleic acid
binding ligands,” Biochemistry, vol. 38, no. 49, pp. 16067-16075, 1999, doi:
10.1021/bi992070s.

C. V.Kumar, R. S. Turner, and E. H. Asuncion, “Groove binding of a styrylcyanine
dye to the DNA double helix: the salt effect,” J. Photochem. Photobiol. A Chem.,
vol. 74, no. 2-3, pp. 231-238, 1993, doi: 10.1016/1010-6030(93)80121-O.

A. Chakrabarty, A. Mallick, B. Haldar, P. Das, and N. Chattopadhyay, “Binding
interaction of a biological photosensitizer with serum albumins: A biophysical
study,” Biomacromolecules, vol. 8, no. 3, pp. 920-927, 2007, doi:
10.1021/bm061084s.

A. Mallick, B. Haldar, and N. Chattopadhyay, “Spectroscopic investigation on the
interaction of ICT probe 3-acetyl-4-ox0-6,7-dihydro-12H indolo-[2,3-a]
quinolizine with serum albumins,” J. Phys. Chem. B, vol. 109, no. 30, pp. 14683—
14690, 2005, doi: 10.1021/jp051367z.

F. Y. Wu, F. Y. Xie, Y. M. Wu, and J. I. Hong, “Interaction of a new fluorescent
probe with DNA and its use in determination of DNA,” J. Fluoresc., vol. 18, no. 1,
pp. 175-181, 2008, doi: 10.1007/s10895-007-0261-6.

C.Icsel and V. T. Yilmaz, “In vitro DNA binding studies of the sweetening agent
saccharin and its copper(I) and zinc(II) complexes,” J. Photochem. Photobiol. B
Biol., vol. 130, pp. 115-121, 2014, doi: 10.1016/}.jphotobiol.2013.11.001.

C. Ozluer and H. E. S. Kara, “In vitro DNA binding studies of anticancer drug
idarubicin using spectroscopic techniques,” J. Photochem. Photobiol. B Biol., vol.
138, pp. 36-42, 2014, doi: 10.1016/j.jphotobiol.2014.05.015.

X. L. Li, Y. J. Hu, H. Wang, B. Q. Yu, and H. L. Yue, “Molecular spectroscopy
evidence of berberine binding to DNA: Comparative binding and thermodynamic
profile of intercalation,” Biomacromolecules, vol. 13, no. 3, pp. 873-880, 2012,
doi: 10.1021/bm2017959.

R. Kakkar, R. Garg, and Suruchi, “Theoretical study of tautomeric structures and

258



[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

fluorescence spectra of Hoechst 33258, J. Mol. Struct. THEOCHEM, vol. 579,
no. 1-3, pp. 109-113, 2002, doi: 10.1016/S0166-1280(01)00721-7.

H. Wu, F. Jia, F. Kou, B. Liu, J. Yuan, and Y. Bai, “A Schiff base ligand N-(2-
hydroxylacetophenone)-3-oxapentane-1, 5-diamine and its nickel(ll)complex:
Synthesis,crystal structure,antioxidation, and DNA-binding properties,” Transit.
Met. Chem., vol. 36, no. 8, pp. 847-853, 2011, doi: 10.1007/s11243-011-9539-2.

W. T. Cong et al., “A visible dye-based staining method for DNA in
polyacrylamide gels by ethyl violet,” Anal. Biochem., vol. 402, no. 1, pp. 99-101,
Jul. 2010, doi: 10.1016/J.AB.2010.03.017.

N. Biiyiikkdy, “Tuzaklamali Iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi Ile insan
Insiilini Ve Analoglarmin Analizi”, Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2019.

H. Awad, M. M. Khamis, and A. El-Anced, “Mass Spectrometry, Review of the
Basics: Ionization,” http://dx.doi.org/10.1080/05704928.2014.954046, vol. 50, no.
2, pp. 158-175, Feb. 2014, doi: 10.1080/05704928.2014.954046.

D. H. Chace, J. C. DiPerna, and E. W. Naylor, “Laboratory integration and
utilization of tandem mass spectrometry in neonatal screening: A model for clinical
mass spectrometry in the next millennium,” Acta Paediatr. Int. J. Paediatr. Suppl.,
vol. 88, no. 432, pp. 45-47, 1999, doi: 10.1111/].1651-2227.1999.tb01156.x.

P. T. Clayton, “Applications of mass spectrometry in the study of inborn errors of
metabolism,” J. Inherit. Metab. Dis., vol. 24, no. 2, pp. 139-150, 2001, doi:
10.1023/A:1010358715835.

E. De Hoffmann and V. Stroobant, “Mass spectrometry: principles and
applications,” Choice Rev. Online, vol. 45, no. 08, pp. 45-4389-45-4389, 2008,
doi: 10.5860/choice.45-4389.

E. Birol, “MALDI-Kiitle Spektrometresi’nde Iyon Olusma Mekanizmalarma Etki
Eden Bazi Faktorlerin Belirlenmesi”, Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2021.

M. Petkovi¢ and T. Kamceva, “FAB, ESI and MALDI mass spectrometric methods
in the study of metallo-drugs and their biomolecular interactions,” Metallomics,
vol. 3, no. 6, pp. 550-565, 2011, doi: 10.1039/cOmt00096e.

D. C. Schriemer and L. Li, “Detection of High Molecular Weight Narrow

Pelydisperse Polymers up to 1.5 Million Daltons by MALDI Mass Spectrometry,”
Anal. Chem., vol. 68, no. 17, pp. 2721-2725, 1996, doi: 10.1021/ac960442m.

259



[133] D. C. Muddiman, R. Bakhtiar, S. A. Hofstadler, and R. D. Smith, “Matrix-assisted
laser desorption/ionization mass spectrometry: Instrumentation and applications,”
J. Chem. Educ., vol. 74, no. 11, pp. 1288-1292, 1997, doi: 10.1021/ed074p1288.

[134] R. E.March, “Quadrupole Ion Trap Mass Spectrometer,” Encycl. Anal. Chem., pp.
1-25, 2006, doi: 10.1002/9780470027318.a6015.

[135] “Mass Spectrometry Facility | Quadrupole.”
http://www.chm.bris.ac.uk/ms/quadrupole.xhtml (Erisim tarihi: 9 Ocak 2023).

[136] 1. V. Chernushevich, A. V. Loboda, and B. A. Thomson, “An introduction to
quadrupole-time-of-flight mass spectrometry,” J. Mass Spectrom., vol. 36, no. 8,
pp. 849-865, 2001, doi: 10.1002/jms.207.

[137] D. E. Clemmer and M. F. Jarrold, “lon Mobility Measurements and their
Applications to Clusters and Biomolecules,” J. MASS Spectrom., vol. 32, pp. 577—
592, 1997, doi: 10.1002/(SIC1)1096-9888(199706)32:6.

[138] M. E. Ridgeway, M. Lubeck, J. Jordens, M. Mann, and M. A. Park, “Trapped ion
mobility spectrometry: A short review,” International Journal of Mass
Spectrometry, vol. 425. Elsevier B.V., pp. 22-35, Feb. 01, 2018, doi:
10.1016/j.ijms.2018.01.006.

[139] 1. Avci, “Protein Esasli Biyoterapotik Ilaclarm Iyon Hareketliligi Kiitle
Spektrometresi ile Karakterizasyonlari,”, Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2022.

[140] D. R. Hernandez, J. D. DeBord, M. E. Ridgeway, D. A. Kaplan, M. A. Park, and
F. Fernandez-Lima, “Ion dynamics in a trapped ion mobility spectrometer,”
Analyst, vol. 139, no. 8, pp. 1913-1921, 2014, doi: 10.1039/c3an02174b.

[141] C. J. Gray et al., “Applications of ion mobility mass spectrometry for high
throughput, high resolution glycan analysis,” Biochim. Biophys. Acta - Gen. Subj.,
vol. 1860, no. 8, pp. 1688-1709, 2016, doi: 10.1016/j.bbagen.2016.02.003.

[142] T. Wyttenbach, P. R. Kemper, G. Baykut, M. A. Park, and M. T. Bowers, “A new
instrument with high mass and high ion mobility resolution,” Int. J. Mass
Spectrom., vol. 434, pp. 108-115, 2018, doi: 10.1016/j.ijms.2018.09.008.

[143] Massachusetts Institute of Technology Department of Chemistry 5.35 Introduction
to Experimental Chemistry “Module 1: Fundamentals of Spectroscopy.”,
https://ocw.mit.edu/courses/5-35-introduction-to-experimental-chemistry-fall-
2012/3f54ecef6f159a0a11dd60251491e075 MITS _35F12 Modl Background.p
df (Erisim tarihi: 9 Ocak 2023).

260



[144] “Moroétesi-Goriiniir Isik  Spektrofotometresi (UV-Vis) - Merkezi Arastirma
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi | Eskisehir Osmangazi
Universitesi.” https://arum.ogu.edu.tr/Sayfa/Index/76/morotesi-gorunur-isik-
spektrofotometresi-uv-vis-nir (Erisim tarihi: 9 Ocak 2023).

[145] “Analytical chemistry - uv visible spectroscopy.”
http://www.dynamicscience.com.au/tester/solutionsl/chemistry/analytical
chem/uvspec.htm (Erisim tarihi: 9 Ocak 2023).

[146] R.J. Fritsch and 1. Krause, “ELECTROPHORESIS,” Encycl. Food Sci. Nutr., pp.
2055-2062, Jan. 2003, doi: 10.1016/B0-12-227055-X/01409-7.

[147] D.S. Kryndushkin, I. M. Alexandrov, M. D. Ter-Avanesyan, and V. V. Kushnirov,
“Yeast [PSI+] prion aggregates are formed by small Sup35 polymers fragmented
by Hspl104.,” J. Biol. Chem., vol. 278, no. 49, pp. 4963649643, 2003, doi:
10.1074/jbc.M307996200.

[148] C. M. Roth, “Electrophoresis - Nucleic Acids,” Encycl. Anal. Sci. Second Ed., pp.
456-460, 2004, doi: 10.1016/B0-12-369397-7/00130-8.

[149] “Acrylamide Gel Electrophoresis | Thermo Fisher Scientific - TR.”
https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-science/dna-rna-purification-
analysis/nucleic-acid-gel-electrophoresis/dna-electrophoresis/acrylamide-gel-
electrophoresis.html (Erigim tarihi: 9 Ocak 2023).

[150] P.Y.Lee, J. Costumbrado, C. Y. Hsu, and Y. H. Kim, “Agarose gel electrophoresis
for the separation of DNA fragments,” J. Vis. Exp., no. 62, p. 3923, Apr. 2012,
doi: 10.3791/3923.

[151] N.C. Stellwagen and E. Stellwagen, “Effect of the matrix on DNA electrophoretic
mobility,” Journal of Chromatography A, vol. 1216, no. 10. pp. 1917-1929, Mar.
06, 2009, doi: 10.1016/j.chroma.2008.11.090.

[152] L. Piculell and S. Nilsson, “Anion-specific salt effects in aqueous agarose systems.
1. Effects on the coil-helix transition and gelation of agarose,” J. Phys. Chem., vol.
93, no. 14, pp. 5596-5601, 1989, doi:
10.1021/J100351A053/ASSET/J100351A053.FP.PNG_V03.

[153] N. C. Stellwagen, “Electrophoresis of DNA in agarose gels, polyacrylamide gels
and in free solution,” Electrophoresis, vol. 30, no. SUPPL. 1. Jun. 2009, doi:
10.1002/elps.200900052.

[154] C. Biertiimpfel, J. Basquin, D. Suck, and C. Sauter, “Crystallization of biological
macromolecules using agarose gel,” 2002.

261



[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

R. Zenobi and R. Knochenmuss, “lon formation in maldi mass spectrometry,”
Mass Spectrom. Rev., vol. 17, no. 5, pp. 337-366, 1998, doi: 10.1002/(sici)1098-
2787(1998)17:5<337::aid-mas2>3.0.co;2-s.

K. J. Wu, A. Steding, and C. H. Becker, “Matrix-assisted laser desorption time-of-
flight mass spectrometry of oligonucleotides using 3-hydroxypicolinic acid as an
ultraviolet-sensitive matrix,” Rapid Commun. Mass Spectrom., vol. 7, no. 2, pp.
142-146, 1993, doi: 10.1002/RCM.1290070206.

I. G. Gut, “DNA Analysis by MALDI-TOF Mass Spectrometry,” Human
Mutation, vol. 23, no. 5. pp. 437-441, 2004, doi: 10.1002/humu.20023.

U. Pieles, W. Ziircher, M. Schér, and H. Moser, “Matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry: a powerful tool for the mass and
sequence analysis of natural and modified oligonucleotides.,” Nucleic Acids Res.,
vol. 21, no. 14, p. 3191, Jul. 1993, doi: 10.1093/NAR/21.14.3191.

O. Ulkii, “Peptit ve Protein-Peg Konjugatlarinin Sentezi ve Kiitle Spektrometrik

Analizi”, Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Ankara, 2019.

J. L. Beck, M. L. Colgrave, S. F. Ralph, and M. M. Shei, “Electrospray ionization
mass spectrometry of oligonucleotide complexes with drugs, metals, and proteins,”
Mass Spectrom. Rev., vol. 20, no. 2, pp. 61-87, 2001, doi: 10.1002/mas.1003.

S. W. Morrical, “DNA-Pairing and Annealing Processes in Homologous
Recombination and Homology-Directed Repair,” Cold Spring Harb. Perspect.
Biol., vol. 7, no. 2, 2015, doi: 10.1101/CSHPERSPECT.A016444.

“Annealing Oligonucleotides Protocol.”
https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/technical-
documents/protocol/genomics/pcr/annealing-oligos (Erisim tarihi: 9 Ocak 2023).

B. Wang and C. Yu, “Fluorescence turn-on detection of a protein through the
reduced aggregation of a perylene probe,” Angew. Chemie - Int. Ed., vol. 49, no.
8, pp. 1485-1488, 2010, doi: 10.1002/anie.200905237.

A. Kellett, Z. Molphy, C. Slator, V. McKee, and N. P. Farrell, “Molecular methods
for assessment of non-covalent metallodrug-DNA interactions,” Chem. Soc. Rev.,
vol. 48, no. 4, pp. 971-988, 2019, doi: 10.1039/c8¢s00157j.

N. P. E. Barry and P. J. Sadler, “Exploration of the medical periodic table: towards

new targets,” Chem. Commun., vol. 49, no. 45, pp. 5106-5131, May 2013, doi:
10.1039/C3CC41143E.

262



[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

E. Ulukaya, F. Ari, K. Dimas, E. 1. Ikitimur, E. Guney, and V. T. Yilmaz, “Anti-
cancer activity of a novel palladium(ll) complex on human breast cancer cells in
vitro and in vivo,” Eur. J. Med. Chem., vol. 46, no. 10, pp. 49574963, Oct. 2011,
doi: 10.1016/j.ejmech.2011.07.055.

J. K. Barton, “Metal-nucleic acid interactions,” JBIC J. Biol. Inorg. Chem., vol.
19, no. S2, pp. 815-832, 2014, doi: 10.1007/s00775-014-1163-0.

D. G. Sar, M. Montes-Bayon, E. B. Gonzélez, and A. Sanz-Medel, “Speciation
studies of cis-platin adducts with DNA nucleotides via elemental specific detection
(P and Pt) using liquid chromatography-inductively coupled plasma-mass
spectrometry and structural characterization by electrospray mass spectrometry,”
J. Anal. At. Spectrom., vol. 21, no. 9, pp. 861-868, Aug. 2006, doi:
10.1039/B603434A.

L. Kelland, “The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy,” Nat. Rev.
Cancer, vol. 7, no. 8, pp. 573-584, Aug. 2007, doi: 10.1038/NRC2167.

J. Reedijk, “Platinum Anticancer Coordination Compounds: Study of DNA
Binding Inspires New Drug Design,” Eur. J. Inorg. Chem., vol. 2009, no. 10, pp.
1303-1312, Apr. 2009, doi: 10.1002/EJIC.200900054.

K. M. Keller and J. S. Brodbelt, “Charge state-dependent fragmentation of
oligonucleotide/metal complexes,” J. Am. Soc. Mass Spectrom., vol. 16, no. 1, pp.
28-37, Jan. 2005, doi: 10.1016/J.JASMS.2004.09.016.

R. Stoltenburg, C. Reinemann, and B. Strehlitz, “SELEX-A (r)evolutionary
method to generate high-affinity nucleic acid ligands,” Biomolecular Engineering,
vol. 24, no. 4. pp. 381403, Oct. 2007, doi: 10.1016/j.bioeng.2007.06.001.

E. Luzi, M. Minunni, S. Tombelli, and M. Mascini, “New trends in affinity
sensing: Aptamers for ligand binding,” TrAC - Trends Anal. Chem., vol. 22, no.
11, pp. 810-818, 2003, doi: 10.1016/S0165-9936(03)01208-1.

D. H. J. Bunka and P. G. Stockley, “Aptamers come of age - At last,” Nature
Reviews Microbiology, vol. 4, no. 8. pp. 588-596, Aug. 2006, doi:
10.1038/nrmicro1458.

O. Birel, “A Review on Perylene-3,4,9,10-Tetracarboxylic Acid Diimide
Molecules,” Celal Bayar Universitesi Fen Bilim. Derg., vol. 13, no. 2, pp. 379-
386, 2017, doi: 10.18466/cbayarfbe.319879.

L. Xie, J. Cui, X. Qian, Y. Xu, J. Liu, and R. Xu, “5-Non-amino aromatic

substituted naphthalimides as potential antitumor agents: Synthesis via Suzuki
reaction, antiproliferative activity, and DNA-binding behavior,” Bioorganic Med.

263



Chem., vol. 19, no. 2, pp. 961-967, Jan. 2011, doi: 10.1016/j.bmc.2010.11.055.

[177] J. Plsikova et al., “3,6-Bis(3-alkylguanidino)acridines as DNA-intercalating
antitumor agents,” Eur. J. Med. Chem., vol. 57, pp. 283-295, Nov. 2012, doi:
10.1016/j.ejmech.2012.09.020.

[178] R. Mital and T. S. Srivastava, “Binding Studies of Some Mixed-Ligand Platinum
(1) Complexes of | , 10- Phenanthroline and Amino Acids,” vol. 120, 1990.

264



EKLER

EK 1. Spektrumlar

EK 1.1 Oligoniikleotit analizlerinde matriks etkisinin incelenmesi
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EK 1.1 -Sekil 1. ON-9 kodlu oligoniikleotit ile A)3-HPA, B)THAP, C)ATT, D)CHCA,
E)DHAP, F)DHB, G)DIT ve H)PNA matrikslerinin hacimce 1:1 (karisim) oraninda

hazirlanan lineer mod kiitle spektrumlari.
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E)DHAP, F)DHB, G)DIT ve H)PNA matrikslerinin hacimce 1:5 (karisim) oraninda

hazirlanan lineer mod kiitle spektrumlari.
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EK 1.2. Oligoniikleotitler ve cift iplik DNA’lar ile FP-3 kodlu boyanin etkilesimlerinin MALDI-TOF-MS ile analizleri

x106
] ‘ DS2_LP1
1.5 o * A
Etkilesim Yok o
*
Ds2
. 9175.076
DS2_FP3_LP2
B
Etkilesim Yok one
' ' ON4 >
. DSz
E FP3 A
o E
5 x105 1
S 20 ON3_FP3_LP2
[} 0 7
= 1
o ] Etkilesim Yok
1.5 ; A e s C
1.0 | [ ] ON3
0.5 é LNM FP3 A
x104 ]
s | ON4_FP3_LP1
6 Etkilesim Yok
| A * 3 D
4 ‘ 2+
HV] ON4 *
> FP3 A
‘ 10[‘]0 ' ' ' ' 20[‘]0 ' ' ‘ ' 3060 ' ' ‘ ' 40[‘]0 ' ‘ ' ' SOCIID ' ' ‘ ' SOCIJO '

T T T T T T T T T T T T
7000 8000 9000

EK 1.2-Sekil 1. A)DS-2, B)DS-2-FP-3 etkilesimi, C)ON-3-FP-3 etkilesimi ve D)ON-4-FP-3 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari.
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EK 1.2-Sekil 1. E)DS-3, F)DS-3-FP-3 etkilesimi, G)ON-5-FP-3 etkilesimi ve H)ON-6-FP-3 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.2-Sekil 1. 1)DS-4, J)DS-4-FP-3 etkilesimi, K)ON-7-FP-3 etkilesimi ve L)ON-8-FP-3 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks) oranindaki
on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari (devam ediyor).
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EK 1.2-Sekil 1. M)DS-5, N)DS-5-FP-3 etkilesimi, O)ON-9-FP-3 etkilesimi ve P)ON-10-FP-3 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)
oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.2-Sekil 1. R)DS-6, S)DS-6-FP-3 etkilesimi, T)ON-11-FP-3 etkilesimi ve U)ON-12-FP-3 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)
oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.2-Sekil 1. V)DS-7, Y)DS-7-FP-3 etkilesimi, Z)ON-13-FP-3 etkilesimi ve AA)ON-14-FP-3 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)
oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.3. Oligoniikleotitler ve ¢ift iplik DNA’lar ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimlerinin MALDI-TOF-MS ile analizleri
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EK 1.3-Sekil 1. A)DS-1, B)DS-1-PT-5 etkilesimi, C)ON-1-PT-5 etkilesimi ve D)ON-2-PT-5 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari.
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EK 1.3-Sekil 1. E)DS-2, F)DS-2-PT-5 etkilesimi, G)ON-3-PT-5 etkilesimi ve H)ON-4-PT-5 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)
oranindaki on-sSpot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.3-Sekil 1. 1)DS-5, J)DS-5-PT-5 etkilesimi, K)ON-9-PT-5 etkilesimi ve L)ON-10-PT-5 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)
oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).

276



x106

20 ] 5 ¢ DS-6_LP1
5 ] M
ON11
10 1 ON1Z | 4
0.5 ** DsSe
\’”' s
x109 | *

DS-6-PT-5_LP2

N
6
ey [* +A +Pd] o
a ][‘k:T- | ON12 *
— [*"‘A ] [*"‘AA] I DS6
= 2 S Yk P15
E | |’ (445.052)
2
% ON-11-PT-5 LP1
=
= O
ONT1
P15
(@4s.052) | A
<105 7
1125 ] * ON-12-PT-5_LP2
1.00 — P
075 ,
] * ON12
0.50 [*] *
3 P15
025 4 ** (445.052) A
"q000 © " "=2000  ° ° "so000 " "a000 @ 'soco © °  ‘eod0 ~ ° “7000 = "sodo ‘o000
miz

EK 1.3-Sekil 1. M)DS-6, N)DS-6-PT-5 etkilesimi, O)ON-11-PT-5 etkilesimi ve P)ON-12-PT-5 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)
oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.3-Sekil 1. R)DS-7, S)DS-7-PT-5 etkilesimi, T)ON-13-PT-5 etkilesimi ve U)ON-14-PT-5 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.4. Oligoniikleotitler ve ¢ift iplik DNA’lar ile PT-5 kodlu boyanin etkilesimlerinin MALDI-TOF-MS ile analizleri
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EK 1.4-Sekil 1. A)DS-1, B)DS-1-PT-6 etkilesimi, C)ON-1-PT-6 etkilesimi ve D)ON-2-PT-6 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlari.
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EK 1.4-Sekil 1. E)DS-2, F)DS-2-PT-6 etkilesimi, G)ON-3-PT-6 etkilesimi ve H)ON-4-PT-6 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.4-Sekil 1. I)DS-3, J)DS-2-PT-6 etkilesimi, K)ON-5-PT-6 etkilesimi ve L)ON-6-PT-6 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks) oranindaki
on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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EK 1.4-Sekil 1. M)DS-7, N)DS-7-PT-6 etkilesimi, O)ON-13-PT-6 etkilesimi ve P)ON-14-PT-6 etkilesimlerinin hacimce 1:1 (analit:matriks)

oranindaki on-spot yontemiyle hazirlanan 3-HPA matriks ile lineer moddaki MALDI kiitle spektrumlar1 (devam ediyor).
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