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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YENI NAFTALIMIT TUREVLERININ BiYOLOJIiK AKTIVITESI

Gozde GULBOY

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Tez Damismani: Prof. Dr. Burak COBAN
Agustos 2023, 107 sayfa

Naftalimit tiirevleri antitiimdr, antiprotozoal, antibakteriyel ve antiviral ajanlar i¢in ¢ekirdek
iskele gorevi sagladigindan farmakolojik Oneme sahip aromatik heterosiklerdir. DNA’ya
baglanma o6zelligi sayesinde antiproliferatif etki gostererek etki eder. Son yillarda bir¢ok
literatiir 6zeti hazirlanmis ve naftalimitlerin yap1 aktivite iligkileri incelenmistir. Yapilan
caligmalarda naftalimit halka sisteminin DNA baz ciftleri arasina interkalasyon yaparak
baglandig1 ve halkanin ¢esitli noktalarindan yapilan sabstitiisyonlarla gesitli aktiviteler elde

edildigi anlagilmistir.

Bu caligmada, naftalimit iskeleti anhidrit oksijeni iizerinden diaminopridin halkasini amin
kollarindan  birinden  baglayarak elde ettigimiz = 2-(2-amino-4-bromo-pridin)-1H-
benzo[de]isoquinoline-1,3(2H)-dione (G1) ve pridin azotu iizerinden alkilleyerek elde ettigimiz
katyonik bilesik (G2) sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin karakterizasyonu FT-IR, 'H-
NMR, !3C-NMR, ESI-MS analiz yontemleriyle gerceklestirilmistir. DNA etkilesimleri
tizerinde calisilmigtir. Bilesiklerin DNA etkilesimleri UV-Vis titrasyonu, floresans, yarismali

floresans, viskozimetri ve agaroz jel elektroforezi metotlariyla ¢alisilmistir.
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OZET (devam ediyor)
Calisma sonuclarinda anlasildigi lizere G1 bilesiginin DNA ile etkilesimi zayiftir ve biiyiik
ihtimalle kismi interkalasyon olarak etki etmektedirler. Fakat katyonik bilesigin (G2) ise
spektrofotometrik yontemlerle yapilan calismalarda DNA’ya interkalasyon yaptigi tespit
edilmigstir. Bilesikler agaroz jel elektroforezinde plazmit DNA’ya hasar vermemistir.

Anahtar Kelimeler: Naftalimit, DNA, interkalasyon, agaroz jel elektroforezi

Bilim Kodu: 405.05.00.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

BIOLOGICAL ACTIVITY OF NEW NAPHTHALIMIDE DERIVATIVES

Gozde GULBOY

Zonguldak Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Thesis Advisor: Prof. Dr. Burak COBAN
June 2023, 107 pages

Naphthalimide derivatives are aromatic heterocycles of pharmacological importance as they
provide core scaffolding for antitumor, antiprotozoal, antibacterial and antiviral agents. Thanks
to its ability to bind to DNA, it acts by showing an antiproliferative effect. In recent years, many
literature summaries have been prepared and the structure-activity relationships of
naphthalimide have been examined. In the studies, it was understood that the naphthalimide
ring system was connected by intercalating between DNA base pairs and various activities were

obtained with the substitutions made from various points of the ring.

In this study, 2-(2-amino-4-bromo-pyridine)-1H-benzo[de]isoquinoline-1,3(2H)-dione (G1)
and the cationic compound (G2), which we obtained by alkylating over pyridine imine, was
synthesized. Characterization of the obtained compounds was performed by FT-IR, '"H-NMR,
13C-NMR, ESI-MS analysis methods. DNA interactions have been studied. DNA interactions
of compounds were studied by UV-Vis titration, fluorescence, competitive fluorescence,

viscosimetry and agarose gel electrophoresis methods.



ABSTRACT (continued)

As understood in the results of the study, the interaction of G1 compound with DNA is weak
and they probably act as partial intercalation. However, it has been determined that the cationic
compound (G2) intercalates with DNA in studies with spectrophotometric methods.
Compounds did not damage plasmid DNA in agarose gel electrophoresis.

Keywords: Naphthalimide, DNA, intercalation, agarose gel electrophoresis

Science Code: 405.05.00.
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TESEKKUR

Tez ¢aligmam boyunca destegi, yardimi, tiim bilgi birikimini, hosgoriisiinii ve anlayisini1 benden
esirgemeyen, tiim sorunlarimda yanimda olan ve yol gosteren degerli hocam ve danismanim

Prof. Dr. Burak COBAN’a

Laboratuvar ¢alismalarim boyunca hosgorii, anlayis, meydana gelen biitiin aksiliklerde her
zaman yardimini isteyebildigim, destegini hi¢ esirgemeyen hayat tecriibeleriyle alakali verdigi

fikir ve tavsiyelerden dolay1 hocam Dog¢. Dr. Ufuk YILDIZ’a,

Her zaman her kosulda yanimda olan destegini benden hi¢bir zaman esirgemeyen dostum Nilsu

UZALDI'ya

Uzun yillar boyunca hayatimda ve yanimda olan, her zaman her konuda destek olan dostum

Géniill AYDEMIR’e

Yiiksek lisans siirecinde ve sosyal yasamda destegini esirgemeyen Cansu ALKAN’a

Hayatim boyunca her zaman yanimda olan beni bu giinlere getiren babam olarak gordiigiim
amcama, beni kendi evlatlar1 gibi goriip yetistiren halalarima, beni higbir seyden mahrum
birakmayan babama, her nazimi ¢eken ve her istedigimi yapmaya ¢alisan anneme ve masum

sevgisiyle iyiki yanimda olan tiiylii dostum Buddy’e ¢ok tesekkiir ederim.

Bu calismaya maddi kaynak saglayan Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel

Arastirmalar Proje Birimi’ne tesekkiir ederim.
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BOLUM 1

GIRIS

Deoksiribontikleik asit (DNA) 6zgiil proteinleri sentezlemekten sorumlu olan genlerden
olusmaktadir. Gen, insan viicudunda belirli 6zellikleri kontrol eder. DNA kalitsal bir materyal
oldugu icin, insan viicudunda bulunan hiicreler benzer DNA’ya sahip olabilir DNA
molekiiliiniin kimyasal maddelerle etkilesmesi ve etkilesimlerin gesitli yontemlerle tayin
edilmesi yeni ilaclarin gelistirilmesi i¢in dnemlidir. DNA, antikanser, antiviral, antibiyotikler

gibi farkli ila¢ gruplarinda kullanilan 6nemli bir genetik materyaldir.

1.1 DNA VE YAPISI

Niikleik asit, canli hiicrelerin disinda viriislerde de bulunan niikleotidlerden olusmus bir
polimerdir. Niikleik asitler baz, seker ve fosfat iceren niikleotidlerden olusur. Deoksiriboniikleik

asit ve ribontikleik asit bilinen niikleik asitlerdir. DNA milyonlarca niikleotitten olugmaktadir.

DNA (deoksiriboniikleik asit) ilk kez Friedrich Miescwer tarafindan 19. ylizyilda arastirilmastir.
Watson ve Crickl 953 yilinda DNA yapisinin heliks seklinde oldugunu kesfetmistir.

[1](Sekil 1.1). Cift sarmalli modelleri bir tane X-151n1 kirinimina dayanir. Franklin ve Gosling'in

makalesinde yer almaktadir [2]



Sekil 1.1 DNA zinciri ve DNA sarmal yapisi.

DNA yapisinin asit olarak anilmasinin sebebi zincirde bulunan fosforik asit gruplaridir [3].
Birbirine bagl iki antiparalel zincirden olugsan DNA sarmali bu iki zinciri pirimidin ve piirin
bazlar1 arasindaki hidrojen baglariyla kararli bir halde durur. Baz eslesmeleri (A-T ve G-C) gibi

spesifik bir sekilde olusmaktadir ve boylece DNA zincirleri birbirinin tamamlayicisi olur.

DNA’y1 meydana getiren niikleotitler bir ¢ekirdek bazi, bir pentozdan meydana gelir ve
birbirlerine fosforik asitle olusturduklari ester baglariyla baglanir [4]. Fosforik asit kalintis1 ve
ribozdan olusan kisin DNA’nin zincirinin destegini olusturur. Cekirdek bazlar1 bu iki zincirden
birbirlerine dogru uzanirlar. Piirin bazlar1 adenin (A) ve guanin (G), pirimidin bazlar1 ise sitozin

(C), timin (T) RNA’da bulanan urasildir (U) [5] (Sekil 1.2).



- Y Zayif hidrojen baglan

Glikozit bag

Ester baz <&

Fosfodiester

Sekil 1.2 DNA zinciri.

Sarmalin i¢ kisminda organik bazlar, dis kisminda ise fosfat ve seker oldugundan, sarmalin i¢
bolgesi hidrofobik, dis bolgesi hidrofilik 6zellik gostermektedir. [6]. Sarmali tutan ilk kuvvet
apolar yapidaki sarmalin i¢ kismimnin hidrofobik etkilesimleri ve polar yapidaki dis kismi ile
etrafindaki su molekiilleri arasindaki etkilesimdir. Hidrojen baglar1 ise DNA zincirlerini tutan
ikinci kuvvettir. A, T arasinda iki H bagi, G, C arasinda ii¢ H bag: vardir (Sekil 1.3). Baglanma
sayisindan kaynakli G-C cifti arasindaki etkilesim A-T baz ¢iftine gore daha giiclii olur. Kisaca
iki DNA ipliginin birbirine baglanma giicii DNA ¢ift sarmalinin uzunlugu hem de onu olusturan
G-C baz giftlerinin yiizde oranidir. Uzun G-C DNA iplikleri birbirine daha sik1 baglidir A-T

orani yiiksek kisa sarmallarin iplikleri birbirleriyle zayif etkilesim gosterirler [7].
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Sekil 1.3 Hidrojen baglari.

Zincirler anti paraleldirler (yonleri birbirine gore ters) ve ayni zamanda sarmal yapiy1 bir eksen
etrafinda olusturur. Sarmal major ve minér oyuklara sahiptir. Major oyuk, mindr oyuga gore
daha genistir (22 A ve 12 A) [8]. Kiigiik oyuktan, kii¢iik molekiiller bazlarin kenarlarina
ulasarak DNA’ya hidrojen baglariyla baglanabilir. Biiyiik oyuklar ise proteinlerin (enzimler)
baglandig1 6nemli acikliklardir. Cekirdek bazlari aromatik diizlemsel yapidadir ve hidrojen
baglariyla birbirine baglanan baz ¢iftleri daha biiyiik aromatik diizlemsel yapilar olusturarak
eksene dik pozisyonda iist iiste istiflenerek dururlar. Ust iiste iki baz arasinda 3,4 A mesafe
bulunur [9]. Sarmalim her adimi1 36 A, ¢ap1 ise 20 A’dur (Sekil 1.4). Yani her doniiste yaklasik
10 organik baz yer alir [10,11].



36A

Sekil 1.4 Mindr ve major oluk.

DNA, cok esnek bir molekiildiir ve farkli konformasyonlara sahiptir NMR ve X-151m1
kristalogafisi yontemleriyle DNA’nin yapist belirlenir. DNA dizisi, bazlardaki kimyasal
degisimler ve ¢ozeltinin 6zellikleri DNA’nin hangi formda oldugunu gosterir [7]. Watson ve
Crick B-DNA formunu en uygun form olarak bulmustur [12]. Bunun disinda DNA’nin A-DNA
ve Z-DNA formlarida vardir.

B-DNA formu 3,7 A genisligindedir. Molekiil asimetriktir ciinkii bir baz ciftinin glikosidik
baglar1 birbirine zit degildir. Cift B-DNA iplikleri zit yonlerde ilerler.

A-DNA daha genistir, basiktir ve kendi ekseni boyunca B-DNA formuna gore fazla
sikistirtlmistir [13]. B-DNA’nin dehidrasyonu sonucu A-DNA formu (kristal yap1) olusur [14].

Omurganin zikzak goriiniimi, diger DNA formlarindan ayirt edilmesini saglar. Heliks genisligi,
li¢ tip arasinda en dar olan 1.8 nm’dir. Yapi, biiyiik ve kii¢iik oluklardan olusur. Bir Z-DNA
doniisii 12 baz ciftine sahiptir ve uzunluk 4.56 nm’dir. Iki bitisik deoksiriboniikleotit arasindaki
mesafe 0.37 nm’dir. Z-DNA, transkripsiyon sirasinda burulma gerilimini azaltmada yardimc1

olmaktadir ve ayrica negatif siiper sargiyla iligkilidir [15,16] (Sekil 1.5).



1.A-DNA

Sekil 1.5 DNA- formlari.

DNA’nin yapisindaki zincirlerin birbirinden ayrildiktan sonra tekrar bir araya gelmesi DNA
replikasyonu ve protein sentezini gergeklestirir [17]. DNA’nin ilk gérevi, hiicrenin bdliinmeye
hazirlandigr sirada DNA’nin kendini kopyalamasidir. Bu olaya replikasyon denir ve
replikasyon DNA polimeraz enzimi tarafindan gerceklestirilir. Sarmalin yapisindan kaynakli
polimeraz kesintisiz zincirde 5'-3' yoniinde DNA sentezi yapmaktadir. Replikasyonda, zinciri
tutan hidrojen baglar1 fermuar gibi agildiktan sonra agikta kalan niikleotidler 6nceden

sentezlenen niikleotidlerle tamamlanir ve bdylece birbiriyle ayn1 iki DNA olusur (Sekil 1.6).

DNA zincirinin
herbiriyeni kopyalar
tiretmek tizere kalip
gorevi tstlenir Ky

Sekil 1.6 DNA replikasyonu.



Ikinci gérevi kendinde bulunan bilgiyi RNA’ya aktarmasidir ve DNA baz giftleri arasindaki H-
baglarinin agilmasi ve bu sefer ilgili bazlarin RNA’ya ait niikleotidlerle tamamlanarak mRNA
sentezlenmesi sonucunda gergeklesir. Bu islem RNA polimeraz enzimi tarafindan gergeklesir.
Buna transkripsiyon denir. Transkripsiyonun sonucunda olusan mRNA’larda koda uygun
sitoplazmadaki ribozomda protein sentezi gerceklesir. Buna igleme ise translasyon denir [18]

(Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Transkripsiyon ve Translasyon.
1.2 DNA ILAC ETKILESIMLERI

DNA’nin kimyasal maddelerle etkilesmesi ve etkilesimlerin ¢esitli yontemlerle tayin edilmesi
yeni ilaclarin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Bu etkilesimler sonucunda DNA-ilag kompleksi

olusur.

lag kesifleri ve farmasétik gelistirme siireclerinde DNA-ilag etkilesimleri biyolojik
calismalarda oldukca etkilidir. Dahasi, kemoterapotiklerin rasyonel tasarimindaki spesifik
hedeflerin bilgisi, onkolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilabilen molekiillerin tasarimi i¢in

temel bir faktordiir. ilag-DNA etkilesiminin &n ve son isaretlerini gozlemlemek, etkilesim



mekanizmasinin aydimlatilmasi icin iyi bir kanit saglar. Ayrica, bu etkilesim, ilaglarin miktar

tayini ve tayini i¢in kullanilabilir.

Antitiimor ilaglar etkilerini DNA ile baglanarak gosterir [19]. Boylelikle bilesiklerin antikanser
ilac1 olarak kullanilip kullanilmadigini 6grenebiliriz. Bu sebeple kemoterapétik ilag-DNA
calismalari, kanserli hiicrelerin yok edilmesi i¢in Onemlidir [20]. Kanserli hiicrelerin
olusmasinin asil nedeni, hiicre boliinmesi sirasinda olusan hatali DNA replikasyonlaridir.
Antibiyotik ve antikanser ilaglar1 yap1 olarak kii¢cliik molekiil oldugundan baglanma alanlar1
kiigiik oluklardir [21, 22]. Kii¢iik yapidaki molekiillerin DNA ile baglanmasi molekiillerin
yapisina ve bazin dizilisine baghdir. [23, 24].

DNA ile kiiciik molekiillerin etkilesimleri, tip, molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve ilag
alanlarinda yapilan DNA-ilag ¢alismalart i¢in 6nemlidir. DNA’ nin kiigiikk molekiiller ile

etkilesimleri kovalent baglar ve kovalent olmayan baglarla meydana gelir.

Klinik kullanimdaki bir¢cok antikanser ilaci, diizlemsel aromatik veya heteroaromatik halkaya
sahip bilesikler DNA sarmalinin eksenine dik bigimde ve bitisik baz ¢iftleri arasina ve genel

istiflemeyi bozmadan yerleserek DNA ile etkilesime girer.

1.2.1 Kovalent Baglanma

Geri doniisiimsiiz bir bagdir. Bu ilaglar DNA dongiisiinii inhibe ederek hiicre 6liimiinii saglar.
Bu baglayicilar yiiksek baglanma o6zelligine sahipti. DNA’nin protein alimini bozar,

replikasyonu ve transkripsiyonu etkileyen omurga bozulmasina sebep olabilir [25, 26].

Bu tiir molekiillere, kanser tedavisinde DNA’nin yapisina alkil gruplarini bagladigi igin
alkilleyici ajanlarda denir. Alkilleyici ajanlarin bazilar1 guanin ile etkilesim gosterirken, bazi
alkilasyon ajanlar1 ise gli¢lii etkiyi capraz baglarda baska pozisyonlarda alkilasyon yaparak
gostermektedir [27,28]. Mitomycin C, anthramycin, ecteinascidin tiirevleri (ET-743) ve

bleomycin A2 gibi ilaclar kovalent baglanma yapmaktadir [29-31].

En cok kullanilan antikanser ilac1 olan cis-platin bir kovalent baglayicidir ve yapisindaki kloriir

gruplarinin DNA’nin bazlarindaki azot gruplart ile etkilesimiyle etkisi goriiliir (Sekil 1.8). Cis



platin mesane kanseri, mide, yumurtalik, bas, 6zofagus, boyun, akciger, testis, meme ve prostat

kanseri tedavilerinde kullanilir,

Cisplatinin tiimorlerin uzaklastirilmasini saglayan bir ila¢ oldugu kanitlamistir [32]. Sekil
1.9°da goriildiigii gibi cisplatin DNA’ya baglandiginda DNA’nin yapisin1 bozar. Ayrica
DNA’nin yenilenmesini durdurur ve protein olusumu engellenir. Bunlarin sonucunda DNA nin
ugradigr hasar tamir edilemez, hiicre cogalamaz ve Oliir. Oxaliplatin gibi platinyum
kompleksleri, mustine, klorambusil ve melphalan (L-PAM) gibi baz1 azot hardallar1 anti-kanser

ilaglarina 6rnek verilebilir [33].

(b) (c)

HaN \\NH3
(a) NH3

Sekil 1.8 Cisplatinin DNA'ya baglanmasi.

cisplatin

Sekil 1.9 Cisplatinin DNA’ya kovalent olarak baglanmasi.



1.2.2 Kovalent Olmayan Baglanma

Tersinir baglanmadir ve geri doniisiimliidii. DNA konformasyonunu degistirir, protein-DNA
etkilesimini inhibe eder ve DNA sarmalin1 kirarak DNA’nin gen yapisinda deformasyon

meydana gelir [3].

Ilag molekiiliiniin DNA’ya kovalent olmayan etkilesimlerle baglanmas: ii¢ gesittir [34,24]
(Sekil 1.10).

1) interkalasyon

2) Oyuk Baglayicilar

3) 3) D1s baglanma

'Elektrostatik Etkilesim | interkelasyon

Sekil 1.10 Kovalent olmayan etkilesim gesitleri.

1.2.2.1 interkalasyon

Lerman ilk kez diizlemsel yapidaki organik bilesigin DNA’ya baglanabilecegini incelenmistir
[35]. Diizlemsel yapidaki heterosiklik bilesikler DNA’nin karsilikli baz ¢iftleri arasina yerlesen
interkalatdrlerdir. Interkalasyonda kullanilan ¢ogu ajan antibakteriyel, antiparazitik ve
antitiimor tedavilerinde kullanilan ajanlardir [36-38]. Interkalasyon, DNA nin replikasyonu ve
transkripsiyonunu inhibe ederek hiicre boliinmesi ve biiyliimesine engel olur [39] (Sekil 1.11).
Ek olarak, interkalasyon, topoizomeraz II’yi (DNA zincirini gecici olarak bdlerek ve

bozulmamis bir ipi kirik iplikten gecerek DNA sarmalindaki gerginligi hafifleten bir enzim)
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inhibe eder. Interkalasyon genellikle DNA dizisinden bagimsiz olarak gergeklesse de diger baz
ciftine gore GC bazlarma kars1 biraz daha egilimli oldugu gozlemlenmistir [40].
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Sekil 1.11 interkalasyona ugramis DNA sarmali.

Interkalatér maddeler hidrojen baglarini parcalamadan DNA nin omurgasina dik bicimde y1gin
yapabilen molekiillerdir. DNA ve interkalator arasindaki Van der waals etkilesimleri, hidrojen
baglar1 ve hidrofobik kuvvetler DNA-interkalator kompleksinin olusmasini saglar.
Interkalatorler kanser hiicrelerinde replikasyonu inhibe etmesinden dolayr kemoterapdtik
tedavilerde kullanilir. Interkalatér maddeler DNA’ya baglanirken DNA genlesir, baz ciftleri
arasinda aciklik artar. Bu agiklik, interkalatore bagl degisim gostermektedir. Olusan acilma
DNA sarmalinin uzamasi, seklinin degismesine ve ayrica baz ciftlerinin burulmasi gibi

degisikliklere neden olur [41,42].

Diizlemsel ve heterosiklik bilesiklerin interkalasyonunda DNA’nin hidrojen baglarinda kirilma
olmaz ve ayrica interkalator maddelerle DNA’nin bazlarinin arasinda p-m elektron ortiismesi
olusur [43]. Daunomisin, adriyamisin, etidyum bromiir, proflavin, doksorubisin, talidomit,
fenantridin interkalasyon yapan molekiillerdir. Adriyamisin molekiiliiniin diiz kisminin
DNA’ya interkalasyonla baglanmasi sarmal yapinin yerel olarak ¢oziilmesini saglar (Sekil

1.12).
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Sekil 1.12 Adriamisin molekiiliiniin (siyah) diiz kisminin DNA'ya eklenmesini gésteren, sarmal
yapinin lokal ¢oziilmesini gosteren sematik model.

1.2.2.2 Oyuk Baglayicilar

Kiiciik molekiillerin ¢ogu kiiciik oluklarla etkilesime girerken, protein ve oligoniikleotid gibi
biiyiik molekiiller genellikle biiyiik oluklara baglanir [42]. Oluk baglanma, DNA nin yapisinda
belirgin degisiklik gdstermez [44]. Kiigiik oluklara baglanan molekiiller, oluklarin seklini alarak
(hilal bi¢iminde) ve Van der Waals etkilesimlerinin olusumunu saglayarak baglanmayi

kolaylastirirlar.

Oluklar arasinda farkli kimyasal ozellikler vardir. Bu oOzellikler elektrostatik potansiyel
degisime, hidrojen bag karakterine, sterik etkiye ve hidrasyon yetenegine baglidir. Kiiciik
oluklara baglanan molekiillerin ¢ogunlugu A-T orani zengin dizilere baglanir. Ciinkii A-T
bolgeleri G-C bolgeleri gére daha dar yapiya sahiptir. Ayrica bu bolgede daha az sterik engel
ve daha fazla elektrostatik potansiyel vardir. Benzer fonksiyonel gruplar GC baz ¢iftleri
arasinda da bulunur. Fakat guaninin amino grubu ile sitozinin karbonil oksijeni arasindaki giiglii
hidrojen baglar1 minor oluklarin igerisine kii¢iik molekiillerin girmesini zorlastirir [23]. Bu
molekiiller ¢ogunlukla adenin (N3) ve timin (O2) bazlarmin atomlar1 ile hidrojen baglari
olusturmaktadir. Netropsin ve Hoechst molekiiliiniin DNA’nin mindr oluguna baglanmasi

(Sekil 1.13) gibidir.
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Sekil 1.13 Netropsin ve Hoechst molekiiliiniin minor oluga baglanmasi.

Oyuk baglanma sirasinda kiiciik molekiiller minér oyuga Van der Waals etkilesimleri ve
hidrojen baglar1 ile tutunur. Mindr oyuk baglayici molekiiller dar ve kivrimli bir yapiya sahiptir
[45]. Distamycin A, sentetik diarilamidinler (DAPI ve pentamidin) ve bis (benzimidazoller,

ornegin; Hoechst) oluk baglayict molekiillerdir.

1.2.2.3 D1s baglanma

Elektrostatik etkilesimler genellikle ¢ift sarmalin dis ylizeyi boyunca meydana gelmektedir.
DNA sarmali hem yapisin1t hem de fonksiyonlarimi etkileyen negatif yiiklii fosfat gruplari
igermektedir. DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplariyla Na* ve Mg*? gibi pozitif yiiklii iyonlar
etkilesime girmektedir. Bu sekilde baglanan yiikler baglanma serbest enerjisine katkida bulunan
ve uygun entropiye sebep olan organik katyonlar diger elektrostatik etkilesimler tarafindan
negatif fosfat omurga yikiiniin nétrallesmesi ile salinir [23]. Zit yiiklerin salinmast DNA-
protein baglanmasi gibi yiiksek yiikk yogunluguna sahip molekiillerin serbest baglanma
enerjisine de katkida bulunur [24]. Bunlarin sonucunda DNA yapisinda ayrilmalar
gerceklesebilir. Elektrostatik etkilesim diger etkilesim tiirlerine gére DNA’nin yapisinda
degisiklikler meydana getirmez ama DNA’nin kararliligmmi arttirir. Metal kompleksleri de

DNA'’ya dis baglanma yoluyla baglanir (Sekil 1.14).
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Sekil 1.14 Elektrostatik etkilesim bolgeleri. Yesil kiireler pozitif yiiklii iyonlar olup, DNA nin
negatif yiikli kisminin etrafin1 sararak ndtralize etmesi ve oluk baglanan EtBr
molekiilii.

1.3 KUOCUK MOLEKULLERIN DNA (ILE ETKILESIM TURLERININ
BELIRLENMESINDE KULLANILAN TEKNIiKLER

DNA-ilag etkilesmelerini aydinlatmak amaciyla bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler
Kizilotesi (IR), Raman, Sirkiiler Dikroizm, Kiitle Spektrometresi, Ultraviyole-Goriiniir Bolge
(UV-GB) ve Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopileri (NMR), X-Ray kristalografisi,
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM), Elektroforez, Viskozite Olgiimleri ve Termal
Denatiirasyon ¢aligmalaridir. Tekniklerin hepsi ilacin, DNA ile kompleks olusturmasinda ve
aralarindaki etkilesimlerin DNA nin yapisinda meydana gelen degisimlerin incelenmesinde bir

arag olarak kullanilmaktadir [28].

1.3.1 UV titrasyon yontemi

UV titrasyon yontemi niikleik asitlerin kiiciik molekiillerle etkilesiminde kullanilan yaygin ve
basit bir yontemdir. UV absorbsiyon spektroskopisi, DNA veya ligandin absorbsiyon
ozelliklerindeki degisiklikleri 5lcerek DNA ligand etkilesimini saptamak icin kullanilabilir. Tlag
ile Ilagc-DNA kompleksinin UV absorbsiyon spektrumlari farkli oldugundan ilag-DNA
etkilesimleri incelenirken bu farkliliklar karsilastirilir. Degisimdeki biiyliklik DNA ile ilag

arasindaki etkilesmenin miktarin1 gostermektedir.
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Bir ilag DNA ile etkilesime girdiginde, absorbansta ve bandin konumunda degisiklikler
meydana gelmelidir. DNA maksimum absorbsiyonu 260 nm’de gerceklestirir ve DNA 200-350

nm araliginda genis bir bant verir.

Interkalasyon baglanmanin sonucunda ilacin spektrumunda hipokromik (absorbans degerinde
azalma) ve batokromik (kirmiziya kayma) etki gozlemlenir. Oyuk baglanma yoluyla DNA’ya
baglanan molekiillerde ise hipokromik degisimler gbézlenir ve batokromizm ise ¢ok diisiik
miktarda goriilebilir ya da hi¢ goriilmez [46]. Eger etkilesim elektrostatik ise etkilesimden
etkilenen DNA’nin yapisinda gergeklesen bozulmadan kaynakli hiperkromik (absorbans

degerinde artma) etki gézlemlenir [47].

Hidrojen baglar1 aromatik halkalardaki rezonansi sinirladigindan dolayr absorbans degerinin
azalmasina neden olur. Fakat DNA sarmal yapisini bozan bir tiir ile etkilesime girdiginde ¢ift
sarmal1 bir arada tutan baglar kirilarak ikili sarmal agilir ve tek sarmal sekline doner. Bu
durumda bazlar serbest hale gegtiginden aralarindaki etkilesim azalir ve UV absorbansi artar.
Bu durumlar sonucunda tek sarmalli DNA’ya ait absorbans degeri ayn1 derisimdeki c¢ift sarmal

DNA’ya gore %40 daha fazla olur [48].

Bu yontemde 6nce ilacin spektrumu alinir ve kaydedilir. Sonra bu ¢dzelti lizerine porsiyonlar
halinde DNA eklenerek tekrar UV spektrumu alinarak spektrumdaki degisim goézlenir. Bu
degisimler 4 cesittir.

Absorbsiyon sonucunda olusan pikler ¢oziicii polaritesinin artmasiyla kisa dalga boyuna dogru
kayma gosterir. Buna hipsokromik kayma (maviye kayma) denir. Hipsokromik kaymanin
nedeni; DNA’ nin yapisindaki bazlar ile molekiiliin ortaklanmamis elektron ¢iftleri arasinda

olusan hidrojen baglaridir [49] (Sekil 1.15).
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Hiperkromik kayma

T

Hipsokromik kayma o /" . ——> Batokromik kayma

/ l \
Hipokromik
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Dalgaboyu (nm)

Absorbans

v

Sekil 1.15 UV spektrumunda kaymalar.

Hiperkromizm, DNA’nin ikincil yapisinin kirilmasi anlamima gelmektedir [50,51]. Baglanan
maddeler hidrojen baglarin1 ve ayrica hidrofobik etkilesim kuvvetlerini de bozar. Bu bozulma
DNA’nin sekonder yapisinda hasar meydana getirir [52]. Cift sarmal agilarak iki tek iplik haline
gelir. Bu durumda serbest kalan bazlar tamamlayicisi olan baz ile hidrojen bag1 olusturamaz,
bazlar arasindaki etkilesim azalir. Bu durumlar sonucunda DNA’nin absorbsiyonda artig

meydana gelir ve bu durum hipokromik etki goriilmesini saglar [50, 51, 53].

Hipokromizm ise madde bazlarin arasina girdigi icin DNA’y1 daha kararli yap1 haline getirir
[50,51]. Bu durum n- & elektron ge¢isini azaltip, ayn1 zamanda batokromik kaymaya da neden
olur. Ote yandan m yoriingesi kismen elektronlar tarafindan yiikli oldugu igin gegis
thtimallerinde azalma meydana gelir ve ayrica absorbansta azalma gerceklesir [54]. Mesafe

azaldiginda n-n* elektronik gegcisinin enerji seviyesi diiser ve kirmiziya kayma olusur [55, 56].

Oyuk baglanma ve elektrostatik etkilesimlerde az bir miktarda kirmiziya kayna gortilebilir ya
da hi¢ kirmiziya kayma goriilmez [15].

Spektrumda goriilen bu degisimler ile ilag-DNA arasindaki baglanma sabitinin degeri

hesaplanir. Bu formiil su sekildedir [57].

[DNA]/ (ea- &r) = [DNA] / (eB- &) + 1 / Kb (eB- &f)
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Formiilde ea; Olgiilen konsantrasyondaki soniim katsayisi, eég; DNA’ya tiim komplekslerin
baglanmas1 sonrasindaki soniim katsayisi, ef, serbest haldeki kompleksin sonliim katsayisi
olarak agiklanabilir. Denklemdeki [DNA]/(ea- &f)’e kars1 [DNA] degerleri grafige gecirilir. Ky
degeri ise egimden bulunur (Sekil 1.16).

4E€09
.&_o,‘/’

0 00 004 006 008 01 012 0OM
[DNA] (mM)

Sekil 1.16 Baglanma sabiti belirlenmesinde ¢izilen 6rnek grafik referans.

Jiang ve arkadaslari (2014) [Ru(phen)2(dmdppz)]** ve [Ru(bpy)2(dmdppz)]** komplekslerinin
DNA ile etkilesimlerini UV titrasyon yontemiyle incelemislerdir (Sekil 1.17).
[Ru(phen)(dmdppz)]*" yapisinin daha diizlemsel olmasindan dolayr DNA’ya daha kuvvetli
baglandig kanitlanmigtir [58].

Sekil 1.17 Jiang ve arkadaslar1 (2014) [Ru(phen)2(dmdppz)]** ve [Ru(bpy)(dmdppz)]**
molekiillerin yapisi.

Xu ve arkadaglar1 (2008) (Ni-HL-3H20).NO3 kompleksin DNA ile baglanma tiiriinii UV

titrasyon yontemiyle arastirmiglardir (Sekil 1.18). Kompleks ¢ozeltisi lizerine artan miktarlarda
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DNA eklendik¢e maddenin absorbsiyonunda hiperkromik kayma olusmustur. Absorbsiyonda

goriinen bu degisim, kompleksin DNA ile oyuk baglanma yoluyla baglandigini gosterir [59].
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Sekil 1.18 Xu ve arkadaslar1 (2008) tarafindan sentezlenen nikel kompleksinin artan DNA
miktartyla absorbsiyon spektrumundaki degisikligi ve kompleksin yapisi.

Samuel ve arkadaslart (2012) ¢aligmasinda emodinin, sulu ¢dzelti igindeki DNA ile molekiiler

etkilesimlerini (Sekil 1.19) UV titrasyon yontemi ile incelemislerdir. Serbest emodin 310 nm’de

maksimum pik gdstermistir. DNA 260 nm’de pik verir. Emodin-DNA karigimin absorbansi 260

nm’de artis ve 310 nm’de algalma gostermistir. Bu, emodinin dogal DNA yapisiyla etkilesime

girdiginin ve bozdugunun acik bir gostergesidir. interkalasyon ya da oyuk baglanma yapabildigi

goriilmiistiir [60].
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Sekil 1.19 Samuel ve arkadaslar1 (2012) Emodinin artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve emodin yapisi.

Ataci ve arkadaslar1 (2020) calismasinda 2-tiyoksanton Tiyoasetik Asit (TTA) ile DNA

arasindaki baglanma tiiriinii analiz etmek icin (Sekil 1.20) UV titrasyon yontemini
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kullanmislardir. Grafige bakildiginda en iistte kirmiziyla gosterilen 270 nm’deki pik maddeye
aittir. Az miktarda DNA eklendik¢e absorbsiyonda diisme ve kirmiziya kayma meydana
gelmistir. 400 nm’de de ayni degisim goriilmektedir. Hipokromizm ve batokromizm TTA’nin
DNA’ya interkalasyon yaptigimi diisiindiirmektedir. Tiyoksanton halkasinin bu baglanmada

rolii vardir [61].
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Sekil 1.20 Ataci ve arkadaslari (2020) TTA’min artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve TTA yapisi.

Chunfang ve arkadaglar1 (2020) farkli B-norkolesteril benzimidazol bilesileginin DNA ile
etkilesimini Uv titrasyon yontemi ile incelemislerdir (Sekil 1.21). Bilesik 220, 250 ve 280
nm’de absorbans vermektedir. DNA eklendiginde bu ii¢ pikde al¢calma goriilmiistiir. Pikler ayn1
zamanda kirmiziya kaymustir yani batokromik etki vardir. Maddenin interkalasyon yaptigini

diisiindiirmektedir. Benzimidazol halkasi interkalasyon yapmais olabilir [62].
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Sekil 1.21 Chunfang ve arkadaslari (2020) B-norkolesterilbenzimidazolun artan DNA
miktariyla absorbsiyon spektrumundaki degisikligi ve B-
norkolesterilbenzimidazol yapisi.
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Li ve arkadaslar1 (2005) mitoksantronun (MTX) DNA ile etkilesimini (Sekil 1.22) UV titrasyon
yontemi kullanarak incelemislerdir. MTX’in maksimum absorbansi, 608-660 nm civarinda
bulunmustur. Artan DNA konsantrasyonuyla MTX’in absorbansinda bir diisiis olmustur.

Goriilen hipokromizm maddenin interkalasyon yaptigini gosterir [63].
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Sekil 1.22 Li ve arkadaslar1 (2005) Mitoksantronun artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve mitoksantron yapisi.

Kalanur ve arkadaslar1 (2009) gemsitabin hidrokloriirun (GMB) DNA ile etkilesimini UV
titrasyon yontemi ile arastirmislardir (Sekil 1.23). GMB’nin absorbsiyon spektrumu, 207, 232,
248, 283 ve 331 nm’de pik vermistir. GMB’nin absorbansi eklenen DNA miktar1 ile 207, 232,
248 ve 283’te artarken (207 ve 48 nm’de kirmiz1 kayma ile) 331 nm’de alcalma gdstermistir.
Bu sonuglar, ilag ve DNA arasinda bir etkilesim oldugunu gosterir. Goriilen bu etkiler maddenin

interkalasyon yaptigini gdstermektedir [64].

Absorbance

T T T
200 250 300 350 400 | [
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Sekil 1.23 Kalanur ve arkadaglar1 (2009) GMB’nin artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve GMB yapist.
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Shahabadi ve arkadaslar1 (2016) sitarabinin DNA ile etkilesimini arastirmislardir (Sekil 1.24).
flag DNA ile titre edildiginde 270 nm’de maksimum absorbsiyon ve hiperkromizm etkisi
gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum ilag ile DNA arasinda bir etkilesim oldugunu gostermektedir

ve bu etkilesiminde oluk baglanama oldugunu diistindtirmiistiir [65].
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Sekil 1.24 Shahabadi ve arkadaglar1 (2016) Sitarabinin artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve sitarabin yapisi.

Kalar (2018) atorvastatinin DNA ile etkilesimini UV titrasyon yontemi ile arastirmistir (Sekil
1.25). DNA eklenmesiyle, absorbsiyon yogunlugunun arttiginit (hiperkromizm) ve dalga
boyunda batokromik kayma gozlenmistir. Absorbans artigi atorvastatinin DNA olugunda

baglanmasini 6nerir. Bu sonuglar, atorvastatinin oluk baglanma yaptigin1 gostermektedir [66].
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Sekil 1.25 Kalar (2018) Atorvastatinin artan DNA miktariyla absorbsiyon spektrumundaki
degisikligi ve atorvastatin yapisi.
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Mohamadi ve arkadaslar1 (2015) oleuropeinin DNA ile etkilesimini incelemislerdir (Sekil
1.26). Absorbsiyon siddetinde DNA eklendikce goriilen azalma yani hipokromizm ve ayrica

batokromik etki nedeniyle maddenin interkalasyon ile baglandig1 sonucuna varilmistir [67].
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Sekil 1.26 Mohamadi ve arkadaslar1 (2015) Oleuropeinin artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve oleuropein yapisi.

Shahabadi ve arkadaglar1 (2013) mesalaminin (Sekil 1.27) DNA ile etkilesimini arastirmiglardir.
DNA’nin eklenmesiyle, 331 nm’deki pik yogunlugunda bir azalma goriilmiistiir fakat kirmiziya
kayma gozlemlenmemistir. Biitliin bu sonuclar baglanma modunun interkalatif baglanma
olmadigini gosterir. Gozlemlenen hipokromizm degisiklikleri mesalaminin DNA’ya baglanma

modunun oluk baglama oldugunu gostermektedir [68].
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Sekil 1.27 Shahabadi ve arkadaslar1 (2013) mesalaminin artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve mesalamin yapisi.

Mukherjee ve Singh (2016) kaptoprilin DNA ile etkilesimini incelemiglerdir (Sekil 1.28).
DNA’nin absorbsiyon siddetindeki ithmal edilebilir kayma maddenin DNA ile oluk baglanma
yaptiginm1 gostermektedir [69].
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Sekil 1.28 Mukherjee ve Singh (2016) Kaptoprilinin artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve kaptoprilin yapisi.

Shuyun ve arkadaslar1 (2012) salbutamoliin DNA ile etkilesimini arastirmislardir (Sekil 1.29).

Hiperkromik etki ve maddenin molekiil yapist diisiiniildiigiinde oluk baglanmay1 isaret

etmektedir [70].
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Sekil 1.29 Shuyun ve arkadaslar1 (2012) salbutamolun artan DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve salbutamol yapisi.
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Shi ve arkadaslar1 boskalit (2017) maddesinin DNA ile etkilesimini ($Sekil 1.30) UV titrasyon
yontemi ile incelemislerdir. Absorbsiyon siddetinin yogunlugu, DNA konsantrasyonu arttik¢a
azalmistir. Ayn1 zamanda absorbsiyon bandinin ise 206’dan 210 nm’ye hafif kirmiz1 bir kayma

oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar molekiiliin interkalasyon yaptigin1 gostermektedir [71].
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Sekil 1.30 Shi ve arkadaglari (2017) boskalitin artan DNA miktariyla absorbsiyon
Spektrumundaki degisikligi ve boskalit yapisi.

Sarwar ve arkadaglar1 (2014) kumarinin DNA ile etkilesimini aragtirmiglardir (Sekil 1.31).
Absorbsiyon siddetinde goriilen hipokromik etki ve maddenin molekiil yapis1 diisiiniildiigiinde
maddenin oluk baglanma yaptig: diisiiniilmektedir [72].
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Sekil 1.31 Sarwar ve arkadaslar1 (2014) kumarinin artan DNA miktariyla absorbsiyon

spektrumundaki degisikligi ve kumarin yapisi.

1.3.2 Floresans Spektroskopisi

DNA ile kiigiik ligand molekiilleri arasindaki etkilesimleri incelemek i¢in kullanilir. Yontem

yiiksek hassasiyet, genis dogrusal derigim aralig1 ve segicilik gibi avantajlara sahiptir.

Floresans c¢alismalar1 UV absorbsiyon spektroskopisi caligmalar1 ile benzerdir. Floresans

spektroskopisinde yine Once ilag c¢oOzeltisinin floresans1 Olgiiliir. Sonra {izerine DNA
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eklenmesiyle floresansinda meydana gelen degisimler izlenir. Floresans siddetindeki degisim
baglanma oldugunu gosterir. Diisiik enerjili (n-n*) gegis seviyeleri olan aromatik gruplar
yiiksek floresans 6zelligine sahiptir. Alifatik yapilar ya da konjuge cift bag yapilar igeren
bilesiklerinde floresans Ozelligi vardir ama floresans siddetleri aromatik bilesiklere gore
diisiiktiir [73,74]. DNA ve metal komplekslerinin etkilesiminde genellikle yiiksek floresans
ortaya cikar. Bunun sebebi metal komplekslerin su molekiilii tarafindan sarilmasidir. DNA ile
etkilesim olmasi durumunda su molekiilleri disarida kalir ve bu durum sonucunda metal
kompleksin floresansinda yiikselme meydana gelir [75]. DNA ile interkalasyon yapan ilaglar
floresans yogunlugunu arttirir ya da azaltir. Gozlemlenen hipokromizm, ilacin baglanma
hareketliligini kisitlar ve titresim frekansinin azalmasina neden olur [76]. Bu durum floresans
yogunlugunda diislise neden olur. Oluk baglama yapan ajanlarda ise hidrojen bagi, elektrostatik
ve hidrofobik etkilesimler meydana gelir. Bu bilesikler seker-fosfat omurgasina yakindir. Bu

sebepler floresans yogunlugunda diisiis meydana getirir.

Stern-Volmer esitligi titrasyon sonucunda elde edilen verileri degerlendirilerek bilesiklerin

DNA ile meydana gelen etkilesimin kuvvetini bulabilir.

F/Fo=1+Ksy [Q]

[lag iizerine DNA eklendikge degisen floresans yogunlugu F, DNA eklemeden 6lgiilen floresans
yogunlugu Fo, baskilayict molekiil derisimi [Q], baglanma derecesi Ksv ile verilmektedir. F/Fo
degerine kars1 [Q] degerleri grafigi dogrunun egiminden Ksv degerini verir.

Devi ve arkadaslarinin (2017) ¢alismasinda metal kompleksi ¢6zeltisinin iistiine artan miktarda

DNA eklenmistir ve floresansin emisyon siddetinde artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 1.32). Bu

sonuglardan metal kompleksinin DNA ile interkalasyon yaptigi sonucuna varilmistir [77].
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Sekil 1.32 Devi ve arkadaslar1 (2017) [Ru(en)pyip]*" kompleksinin degisen miktariyla
titrasyon sonucu elde edilen emisyon spektrumu ve molekiil yapisi

Kalar (2018) atorvastatinin ($ekil 1.33) DNA ile etkilesimini floresans titrasyon yontemiyle de
arastirmistir. Atorvastatinin floresansi, DNA konsantrasyonunu artirarak diizenli olarak azaldi,
ancak emisyon maksimum dalga boyunda 6nemli bir kayma gdzlenmedi, bu da DNA'nin

atorvastatin ile etkilesime girdigini ve oluk baglanma ile baglandigin1 gostermistir [66].
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Sekil 1.33 Kalar (2018) atorvastatinin degisen miktaryla titrasyon sonucu elde edilen emisyon
spektrumu ve atorvastatin yapisi.

Shahabadi ve Hashempour (2017) sefaleksinin DNA ile etkilesimini aragtirmiglardir (Sekil
1.34). Sefaleksinin maksimum floresans emisyonu 420 nm’dedir. DNA konsantrasyonunun
artmastyla sefaleksin emisyon yogunlugunda artis meydana gelmistir. Sonuglar, sefaleksin
DNA ile giiglii bir sekilde etkilesime girebilecegini ve interkalasyon ile baglandigini
gostermektedir [78].
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Sekil 1.34 Shahabadi ve Hashempour (2017) sefaleksinin degisen miktariyla titrasyon sonucu
elde edilen emisyon spektrumu ve sefaleksin yapisi.

Shuyun ve arkadaglar1 (2012) salbutamol (Sekil 1.31) ile DNA arasindaki etkilesimi
arastirmiglardir (Sekil 1.35). Salbutamol 306 nm maksimum emisyon vermistir. Farkli
konsantrasyonlardaki salbutamol ¢o6zeltisine DNA eklendiginde salbutamoliin floresan
yogunlugu artan DNA konsantrasyonu ile diizenli olarak azalmistir. Floresans yogunlugundaki
diisiis, DNA’nin salbutamol ile baglanabilecegini ve bu baglanmanin oluk baglanma oldugunu

gostermektedir [70].
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Sekil 1.35 Shuyun ve arkadaslar1 (2012) Salbutamolun degisen miktariyla titrasyon sonucu elde
edilen emisyon spektrumu ve salbutamol yapisi.

Li ve arkadaslart (2005) mitoksantronin (MTX) (Sekil 1.22) DNA ile etkilesimini floresans
titrasyon yontemiyle de arastirmiglardir (Sekil 1.36). Floresans yogunlugu DNA miktar arttikca
azalmistir, bu da MTX’in DNA’ya baglandigin1 gostermektedir. Sonuglara ve maddenin
molekiil yapisi dikkate alindiginda interkalasyon yoluyla baglandig1 goriilmiistiir [63].
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Sekil 1.36 Li ve arkadaslar1 (2005) MTX’1n degisen miktariyla titrasyon sonucu elde edilen
emisyon spektrumu.

1.3.3 Yarismah floresans spektroskopisi

Bu teknik DNA ile baglanma modu bilinen boya tiirlerinin kullanilmasiyla gerceklesir. Kiigiik
molekiiliin eklenmesi lizerine, boya DNA kompleksinin floresans yogunlugundaki herhangi bir

degisiklik, bize, etkilesim modlar1 hakkinda degerli bilgiler verebilir.

Yarigmali titrasyonda 6nce DNA boya ile titre edilir ve florensansi kaydedilir, sonrasinda kiigiik
molekiil ile boya-DNA kompleksi titre edilir. Molekiiliin kompleksin floresans siddetinde
azalma meydana getirdigi goriildiigiinde, kii¢iik molekiiliin baglanan boyay1 yerinden ¢ikarttigi
ve molekiiliin boya ile ayn1 modda DNA ile baglandig: diisiiniiliir. En ¢ok kullanilan boyalar
etidyum bromiir (EtBr), 4',6-diamidin-2-fenilindol (DAPI) ve 2'-(4-hidroksifenil)-5-(4-metil-1-
piperazinil)2,5'-bi-1 H-benzimidazol (Hoechst-33258, (Hoechst))’dir. Hoechst, EtBr, DAPI ve
TO (tiyazol turuncusu) diisiik floresans 6zelligine sahip boyalardir ve DNA ile baglandiklarinda
floresans siddetlerinde artis olur (Sekil 1.36). Artan miktarlarda ilag eklenmesi boyay1 yerinden

cikartir ve ilacin floresans siddeti diigmeye baslayacaktir.
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Sekil 1.36 EtBr, Hoechst, Tiyazol Turuncusu ve DAPI boyalari.

EtBr niikleik asidi inhibe eden ilaglardan biridir [79]. Ayrica EtBr bilinen en iyi interkalasyon

ajanidir [80].

Haribabu ve arkadaslar1 (2017) nikel kompleksinin DNA ile etkilesimini incelemiglerdir. Artan

miktarda metal kompleksi eklenmesi EtBr-DNA emisyon siddetinde azalma meydana

getirmistir [81] (Sekil 1.37).
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Sekil 1.37 Haribabu ve arkadaslar1 (2017) EtBr-DNA kompleksinin degisen Ni(Il) kompleksi
miktariyla titrasyon sonucu elde edilen emisyon spektrumu.

TO, sulu ¢ozeltilerinde neredeyse floresan 6zellige sahip degildir fakat niikleik asitlerle diigiik

interkalasyon yaparak floresan haline gelir [82]. Kimyasal kararliliga ve yiliksek bir molar
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absorpsiyon katsayisina sahiptir. Bu boyanin tiimor afinitesi normal hiicrelere gore daha

yiiksektir ve bu yilizden kanser hiicrelerinin erken evre etiketlemesinde yaygin olarak kullanilir.
Hoechst, DNA ile etkilesim tiiriiniin belirlenmesinde kullanilan bir oyuk baglayici ajandir.

DNA’nin biiyiik oyugu iizerinden ve A-T niikleotidlerinin fazla olan kismina baglanir [83]
(Sekil 1.38).
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Sekil 1.38 a) Hoechst iizerine artan DNA ¢o6zeltisi eklenmesi ile olusan floresans degisimi,
b) Hoechst-DNA kompleksine ilag molekiilii eklendikce olusan floresans degisimi

Sarwar ve arkadagslar1 (2014) (Sekil 1.39) kumarinin DNA ile etkilesimini arastirmiglardir.
Kumarin {izerine artan miktarlarda DNA ¢d6zeltisi eklendik¢ge kumarinin floresans siddetinde
diisiis meydana gelmistir. Bilesigin EtBr ve akridin turuncusu (AO) boyalar ile etkilesimi
(EtBr-DNA ve AO-DNA) kompleksin floresans siddetinde azalma meydana getirmistir. Bu
durum kumarinin DNA’ya boyalarin baglandigi bolgeden baglanmadigini gosterir. Fakat
Hoechst-DNA kompleksine kumarin ilave edildik¢e floresans siddetinde azalma meydana
gelmistir. Floresansda azda olsa meydana gelen bu diisiis maddenin DNA’ya Hoechst’iin

baglandig1 bolgeden zayif olarak baglandigini diisiindiirmektedir [72].
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Sekil 1.39 Sarwar ve arkadaglar1 (2014) kumarin bilesigi i¢in yapilan yarismali titrasyon sonucu
elde edilen floresans spektrumlar1 a) EtBr b) Akridin Turuncusu c¢) Hoechst 33258.

o)

Shuyun ve arkadaslarinin (2019) calismasinda DNA ve furazolidon/furasilin arasindaki
etkilesimi, yarismali floresans titrasyonu ile aragtirmistir (Sekil 1.40). Bu ¢alismada ayr1 ayri
iki boyanin DNA komplekslerini i¢ceren ¢ozeltilere furalizadon maddesi eklendiginde AO-DNA
kompleksinin floresans siddeti azalmistir, ama Hoechst-DNA kompleksinin floresans siddeti
degismediginden furalizadon interkalator maddedir. Furalisin maddesi ile bu c¢alisma
tekrarlandiginda ise AO-DNA kompleksi floresans siddetinde ¢ok az bir diisme olmustur ama
Hoechst-DNA kompleksinin floresans siddetinde yiiksek oranda diisiis olmustur. Bu durumda

furalizadon maddesinin interkalator degil Hoechst gibi oluk baglanma yaptig1 anlagilmistir [84].
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Sekil 1.40 Shuyun ve arkadaslar1 (2019) furazolidon / furasilin bilesigi i¢in yapilan yarigmali
titrasyon sonucu elde edilen floresans spektrumlari (AO-DNA- Hoechst-DNA) ve
furazolidon/ furasilin yapisi.

Alam ve arkadaslar1 (2018) sitralin DNA etkilesimi modunu incelemek i¢in baglanma modlari
iyl belirlenmis EtBr, AO ve Hoechst-33258 boyalar1 kullamilmistir (Sekil 1.41). DNA
sarmalindan bagli bir boyay1 rekabet¢i bir sekilde degistiren herhangi bir kiiciik molekiiliin,
bagli boyaninkine benzer bir sekilde DNA ile baglanmasi beklenir. EtBr-DNA kompleksi igin
emisyon 500-700 nm araliginda, AO-DNA kompleksi i¢in emisyon 520-700 nm araliginda,
Hoechst-DNA kompleksi i¢in emisyon 375-600 nm araliginda kaydedilmistir.

EtBr’nin floresans yogunlugu, DNA baz ciftleri icindeki interkalasyonu nedeniyle biiyiik
Olciide artmistir. Siirekli sitral eklenmesiyle EtBr-DNA sisteminin floresans yogunlugunda
degisim gozlenmistir. Bu, sitralin DNA sarmalindan EtBr’nin yerini aldigin1 ve bu da

interkalasyon yontemi ile DNA’ya baglandigini géstermektedir.
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AO EtBr’ye benzer sekilde DNA’ya baglanmaktadir. AO-DNA’nin floresans yogunlugu, tek
basina AO’dan ¢ok daha giicliidiir. Grafik sitral varliginda ve yoklugunda DNA’ya baglanan
AO’nun emisyon spektrumunu gostermektedir. Eklenen sitral miktar1 artttkca AO-DNA’nin
floresans yogunlugunun azalmasi gozlemlenmistir, bu durum sitralin AO’nun yerini
alabildigini gostermektedir. Bu sonug, sitralin bir interkalasyon yontemi ile DNA’ya

baglandigin1 dogrulamistir.

Grafikte (Sekil 1.41) sitralin eklenmesiyle Hoechst-DNA sisteminin floresans yogunlugunda
hicbir degisiklik gozlenmemistir, bu da sitralinin DNA’ya mindr oluk bagli Hoechst’iin yerini
alamayacagin1 disiindiirmektedir. Bu, sitral baglanma modunun oluk baglanmasi yerine
interkalatif oldugunu kanitlamistir. EtBr ve AO i¢in bu iki parametrenin hesaplanan degerleri
Hoechst boyasina kiyasla ¢ok daha yiiksektir ve bu da sitralin, Hoechst boyasina kiyasla EtBr
ve AO’nun DNA’y1 daha biiyiik dl¢lide yer degistirebildigini diisiindiirmektedir [85].
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Sekil 1.41 Alam ve arkadaslar1 (2018) Sitral i¢in yapilan yarigmali titrasyon sonucu elde edilen
floresans spektrumlar1 (AO-DNA, Hoechst-DNA, EtBr-DNA) ve sitral yapisi.

Shahabadi ve Bagheri (2014) olanzapinin DNA ile etkilesimini arastirmiglardir. Olanzapinin
DNA'’ya baglanma modunu arastirmak i¢in yarigmali bir baglanma deneyi yapilmistir (Sekil
1.42). Olanzapin, Hoeschst-DNA kompleksi ¢ozeltisine eklendiginde, floresans yogunlugunda
azalma meydana gelmistir. Olanzapin, DNA ile baglanmada Hoeschst’e kars1 yarigir ve oluk
Hoeschst’i dubleksten ¢ikarir ve bdylece Hoeschst’iin DNA ile baglanma konsantrasyonu

azalir. Olanzapin ile Hoechst-DNA kompleksinin baglanmasi, yeni bir floresanssiz kompleks

33



DNA-Hoechst-Olanzapin olusturur, bu da Hoechst-DNA kompleksinin floresansinin
sondiiriilmesine neden olur. Bu durum olanzapinin kiicik bir oyuk baglayicit olarak

etkilesebilecegini gdstermistir [86].
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Sekil 1.42 Shahabadi ve Bagheri (2014) Olanzapin i¢in yapilan yarigmali titrasyon sonucu elde
edilen floresans spektrumlar1 Hoechst-DNA ve olanzapinin yapist.

Shahabadi ve arkadaslar1 (2016) sitarabin ile DNA arasindaki etkilesimini ayrica yarigmali
floresans titrasyonu ile aragtirmistir (Sekil 1.43). Artan miktarda sitarabin eklenmesiyle
Hoechst-DNA soliisyonunun floresans siddetinde azalma meydana gelmistir. Sitarabinin
eklenmesinden dolay1 olusan floresans yogunlugundaki diisiis Hoechst’iin DNA olugundan
cikisindan  kaynaklanmaktadir. Ilag ve Hoechst varliginda yarismali baglanma deneyi
sitarabinin bir oluk baglayici olarak etkilesime girebilecegini ve sitarabinin Hoechst ile yer

degistirmis olabilecegini gostermistir [65].
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Sekil 1.43 Shahabadi ve arkadaslar1 (2016) Sitarabin i¢in yapilan yarigmali titrasyon sonucu
elde edilen floresans spektrumlart Hoechst-DNA ve sitarabin yapisi
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Karthikeyan ve arkadaglar1 (2017) tiyadiazol (Sekil 1.44) tiirevinin DNA etkilesimini yarigmali
floresans titrasyon yontemi ile arastirmistir. Bu nedenle DNA interkalasyon ¢alismalarinda bir
floresan isaretleyici olarak kullanilan EtBr ile ¢alismiglardir. Sistem Tiyodaizol ilaciyla titre
edilirken, EtBr-DNA sisteminin floresans yogunlugunda azalma meydana gelmistir ve

maddenin interkalasyon yoluyla baglandigin1 gostermistir [87].
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Sekil 1.44 Karthikeyan ve arkadaslar1 (2017) Tiyadiazol i¢in yapilan yarismali titrasyon sonucu
elde edilen floresans spektrum degisimi (EtBr-DNA) ve tiyadiazol yapisi

Yildizin yaptig1 ¢aligmada (2017) L-3 ve L-7 (katyonik) bilesiklerinin (Sekil 1.45 ve Sekil 1.46)
TO boyas1 kullanarak DNA ile etkilesim tiirii incelenmistir. Her iki bilesigin ayr1 ayri
eklenmesiyle floresans siddetinde azalma meydana gelmistir yani madde boyay1 yerinden
c¢ikarip, DNA ile interkalasyon yoluyla baglandig goriilmiistiir. DCso degerleri sirasiyla 12,1 ve
11,9 olarak hesaplanmistir [88].
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Sekil 1.45 Yildizin (2017) yaptig1 caligmada TO-¢ift sarmal DNA kompleksi iizerine artan
miktarlarda L-3 eklenmesiyle elde edilen emisyon spektrumu
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Sekil 1.46 Yildizin (2017) yaptig1 calismada TO-¢ift sarmal DNA kompleksi iizerine artan
miktarlarda L-7 eklenmesiyle elde edilen emisyon spektrumu

1.3.4 Viskozimetri

Viskozite 6l¢iimii kiigiik molekiillerin DNA ile baglanma modunu 6grenmek icin kullanilan
hassas ve etkin bir aragtir [89]. Ubbelohde viskozimetresiyle (Sekil 1.47) DNA ¢6zeltisinin iki

nokta arasindaki akis siiresi ol¢tilmektedir.
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Sekil 1.47 Ubbelohde viskozimetresi.
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Kompleks DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesiyorsa DNA’nin baz ciftleri birbirinden
uzaklasir ve DNA zincirinin boyu uzar [90]. Bu durum DNA ¢d6zeltisinin vizkozitesinde artis

meydana getirir. EtBr bu duruma 6rnek verilebilir (Sekil 1.48).

‘ . 1 s L] ad Li b L 1 1 ¥ L i 1

110+ .
S 105+ -

<
1.00+ _
0.85 +——+——+—+——+—t—+—+—+—
000 002 004 008 008 010
[kompleks]/[DNA]

Sekil 1.48 EtBr icin 6rnek viskozimetrik titrasyon grafigi.

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

oOl¢iilen vizkoziteyi gosterir, n/no ise bagil vizkozite degerini ifade eder.

Oyuga baglanan molekiiller DNA’y1 biikebildiginden dolayt DNA’nin boyunda kisalma ve
viskozitesinde azalma meydana gelir. Eger elektrostatik veya oluk baglanma meydana gelirse,

DNA’nin viskozitesi {izerinde ¢ok az etkisi vardir [91].

Shahbadi ve arkadaslar1 (2010) [Ag(2,9-dimethyl-1,10- phenanthroline),] (NO3) molekiiliiniin
DNA ile etkilesimini viskozimetre deneyi ile arastirmislardir (Sekil 1.49). Viskozitenin

azalmas1 giimiis kompleksinin DNA ile kismi interkalasyon yaptigi sonucu ortaya ¢ikmistir
[92].
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Sekil 1.49 Shahbadi ve arkadaslart (2010) Ag(I) kompleksinin molekiil yapis1 ve DNA
viskozitesine etkisi.

Abulhasanov ve arkadaslar1 (2020) ¢alismasinda yeni oktahedral [Ni(phen),(dppzidzo)]** ve
kompleksinin DNA viskozitesine etkisi ¢alisilmigtir (Sekil 1.50). Sekildeki diizlemsel dppz-
idzo ligandini igceren oktahedral nikel kompleksinin DNA ile arasindaki etkilesim incelenmistir.
Nikel ve kobalt kompleksleri DNA viskozitesini biraz artirmistir. Kontrol olarak kullanilan
interkalator EtBr DNA’nin viskozitesini artirirken, oluk baglayict Hoechst boyast DNA
viskozitesine etki etmez. Incelenen komplekslerin bu iki maddenin arasinda bir kuvvetle
viskoziteyi artirdigindan EtBr’den daha zayif interkalatorler olduklari anlagilmigtir. Mavi olan
EtBr’iin DNA viskozitesine etkisini gdsteren egridir ve artisin miktari maddenin bilinen
kuvvetli interkalasyonunu dogrulamaktadir. Ayn1 sekilde Hoechst ise en alttaki siyah olandir ve
cok az degisiklik yani bilinen oluk baglanmayr dogrular. Nikel kompleksi ise bu ortadaki

kirmiz1 yesil kisimdir ve daha az kuvvetle interkalasyon yaptig1 anlasilmaktadir [93].
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Sekil 1.50 Abulhasanov ve arkadaslari (2020) [Ni(phen)2(dppzidzo)]** kompleksinin molekiil
yapist ve DNA viskozitesine etkisi.

Shahabadi ve Moghadam (2012) sumatriptanin DNA ile etkilesimini viskozite deneyi ile

arastirmiglardir (Sekil 1.51). Sumatriptanin baz ¢iftlerine girerek sarmalda bir uzamaya neden
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oldugu ve bunun sonucunda DNA’nin viskozitesinde artis goriilmektedir. Bu durumda

interkalasyon olabilcegini gostermektedir [94].

H

N
PN X
0.7 4 HsC S,
: o/ \o

0.5 T T T T 1
0 03 0.6 0.9 1.2 15
N
1/R R=[drug]/[DNA] H

Sekil 1.51 Shahabadi ve Moghadam (2012) sumatriptanin DNA viskozitesine etkisi ve molekiil
yapist.

Sarwar ve arkadaslari (2014) kumarinin DNA’ya baglanma modunu farkli kumarin
konsantrasyonlarinda DNA viskozitesini 6lgerek arastirmislardir (Sekil 1.52). Artan kumarin
konsantrasyonu ile DNA’nin viskozitesinde hafif bir diisiis meydana gelmektedir. Bu durum
kumarinin oluk baglanma yoluyla DNA ile etkilesime girdigini gosterir. DNA’nin nispi
viskozitesindeki hafif diisiis, kumarinin neden oldugu DNA sarmalindaki biikiilme ve

biikiilmeden dolayi, etkin uzunlugunu ve dolayisiyla viskozitesini azaltabilir [72].

| N

0.96 +

T T T T T
0.0 0.2 04 08 08 1.0
c;C'::umann/CDNA O O

Sekil 1.52 Sarwar ve arkadaslar1 (2014) kumarinin DNA viskozitesine etkisi ve molekiil yapisi.
Shahabadi ve arkadaslart mesalaminin (2013) DNA ile etkilesimini viskoziteyle de

incelemislerdir (Sekil 1.53). DNA’nin viskozitesine bakildiginda, olusan ufak degisim

mesalaminin oluk baglanma ile DNA’ya baglandigin1 gostermistir [68].
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Sekil 1.53 Shahabadi ve arkadaslar1 (2013) Mesalaminin DNA viskozitesine etkisi ve molekiil
yapist.

(n/ng)"*

Afrin ve arkadaslar1 (2017) tiklopidinin DNA ile etkilesimini arastirmiglardir (Sekil 1.54).
Tiklopidin varhiginda DNA soliisyonunun viskozitesinde kayda deger bir degisiklik

gbzlemlenmemistir. Bu durum maddenin oluk baglanma ile baglandigin1 gosterir [95].

096 Cl =

T T T T T
00 02 04 06 08 10
[Ticlopidine] [DNA] —

S

Sekil 1.54 Afrin ve arkadaglar1 (2017) tiklopidinin DNA viskozitesine etkisi ve molekiil yapisi.

Shahabadi ve arkadasi (2012) metforminin DNA ile etkilesimini viskozite deneyi ile
arastirmisglardir (Sekil 1.55). Viskozite goriilen bu artis oluk baglanmanin bir gostergesidir [96].
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Sekil 1.55 Shahabadi ve arkadasi (2012) metforminin DNA viskozitesine etkisi ve molekiil
yapist.

Kalar (2018) atorvastatinin DNA ile baglanma seklini viskozite yontemiylede arastirmislardir
(Sekil 1.56). Artan atorvastatin konsantrasyonlar1 ile DNA soliisyonunun viskozitesinde 6nemli
bir degisim goriilmemistir. Bu gozlem maddenin oluk baglama modu aracilifiyla DNA’ya

baglandigini agiklar [66].

1.70 4
1.65
e}

1.60 OH

1.55

(nmo) 13

1.50

1.45 4

Sekil 1.56 Kalar ve arkadasi (2018) atorvastatinin DNA viskozitesine etkisi ve molekiil yapisi.

Xiong ve arkadaslar1 (2016) hematoksilenin DNA ile baglanma tiirii arastirilmistir (Sekil 1.57).
Kompleksin miktari arttikga DNA'nin bagil viskozitesi giderek azalmistir. Nedeni kompleksteki
aromatik halkanin kismen DNA baz ciftlerine baglanmasidir. Dolayisiyla DNA sarmalinda bir

biikiilme ile sonuglanarak etkin uzunlugunun azalmasiyla iligkili olmasidir [97].
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Sekil 1.57 Xiong ve arkadaslar1 (2016) hematoksilenin DNA viskozitesine etkisi ve molekiil

yapisl.

Yildiz ve Cobanin calismasinda (2019) [Cu(dtb)(phen)]** kompleksinin (Sekil 1.58)

viskozitesini arastirmislardir. Artan miktarlardaki [Cu(dtb)(phen)]** kompleksi DNA'nin

viskozitesinde hafif bir azalmaya neden olmustur ve kompleksin kismi interkalasyon ile

baglandigini1 géstermistir. Major ve mindr oyuklarda olusan kismi interkalasyon baz ciftin bir

kismini kaldirag gibi kaldirir. Klasik interkalasyondaki gibi istiflenmis baz ¢iftlerini tamamen

ayirmaz. Bu durum sarmalda biikiilmeye ve DNA'nin viskozitesinde bir azalmaya neden olur

[98].
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Sekil 1.58 Yildiz ve Coban (2019) [Cu(dtb)(phen)]** kompleksinin DNA viskozitesine etkisi ve

molekiil yapisi.

1.3.5 Agaroz jel elektroforez

Elektrik varliginda hareketlenen molekiillerin, molekiil agirliklar1 dikkate alinarak jel boyunca

kars1 bdlgeye hareket etmesiyle gergeklesir. Diger yontemlerden daha hizli ve basittir. Ik olarak
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1937 yilinda Arne Tiselius tarafindan incelenmistir [99]. Bu yontemde DNA’y1 ayirabilir,

saflagtirabilir ve tanimlayabiliriz.

Bu yontemde plazmid DNA kullanilir. Bolivar ve Rodriguez tarafindan 1977 yilinda
kesfedilmistir ve pPBR322 olarak isimlendirilir. Plazmid DNA, ¢ift sarmal yapiya sahiptir 4361
baz ¢ifti uzunlugunda ve 2,83 x 10° D (Dalton) agirhigindadir.

Yontem, elektrik varliginda yiike sahip olan molekiillerin jel iizerindeki gogme hizina dayanir.
Goglin hizim1 molekiiliin biiytikliigli ve yapisi, agaroz konsantrasyonu, iyonik kuvvet ve
uygulanan akim etkiler. Molekiiliin agirliginda artis olduk¢a maddenin jel tizerindeki yiiriime
hiz1 da azalmaktadir. DNA negatif yilike sahip oldugundan elektrik akimi uygulandiginda
hareket katottan anota dogru gerceklesir (Sekil 1.59).

DNA molekiilii - o -
C—_ p——
——] 1 e 2 2
S J E Vi | o === Biiyiik
uygulanmasi i :
r— — =
- Kiigiik
Jel =P
+ + +

Sekil 1.59 Farkli boyutlardaki molekiillerin jel {izerinde hareketi.

Ik 6nce drnekler jelin yiizeyindeki kuyucuklara yerlestirilir ve DNA molekiilii jelin iizerinde
yiiriitilmeye baslanir. Boyanin eklenmesiyle go¢ islemi baslar sonrasinda elektroforez islemi

takip edilir. Daha sonra jel EtBr boyasi ile boyanir ve goriintii UV 15181 altinda okunur [100].

Plazmid DNA’nin en oOnemli ozelligi dis bir etki tarafindan kesildiginde 5 degisik
konformasyona sahip olmasi ve elektrik alan uygulandiginda farkl yiirtime hizlarinin etkilesim
tiirdi ile ilgili bilgi vermesidir. Bakteri tiirlerinde de bulunan plazmid DNA kendini esleyebilen

halkasal bir DNA ¢esididir.

Form I plazmid DNA’nin siiper sarmal halidir ve elektroforezde en uzaga siiriiklenir. DNA’nin

tek zincirinde meydana gelen kirilma Form II formunun olugmasini saglar ve elektroforezde en
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yavas hareket bu formdur. Iki zincir kirildiginda siiper sarmal yap1 yok olur ve lineer form
(dogrusal form) olan Form IIT olusur. Bu form, Form II ve Form I arasinda yer alir [101]. (Sekil

1.60).

Aciimus sarmal plazmid

Uneer form plazmid

Kovalent bag!
plazmid

Super sarmal plazmid

Tek zincirl plazmid

Sekil 1.60 Plazmid DNA ve onun formalarina gore hizlari.

Yao ve Qian (2000) oksazolonaftalimidlerin hidroperoksit halinin (Sekil 1.61) DNA ile
etkilesimini arastirmuglardir. Iki ve {i¢ numarali bilesikler bir numarali bilesige gore daha

belirgin bozulma gostermistir [102].

} 2 3. 4 5 67 85 910 1t 1Z 13 14

Form| ———p
Form [ ———»

) O/OH \(0 ) O/OH
Ot o

Sekil 1.61 Yao ve Qian (2000) oksazolonaftalimidlerin elektroforez sonuglari.
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Li ve arkadaglarn (2010) 1,2,3-triazoll,8-naftalimid tiirevlerinin biyolojik aktivitelerini
incelemislerdir (Sekil 1.62). Sonuglara gore, 5 numarali kuyucugun 7 numaralt kuyucuga gore
daha yiiksek hasar verdigi goriilmiistiir. Bunun sebebi 5 numarali kuyucukta fenil grubunun

bulunmasidir [103].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112

forml
formll

Sekil 1.62 Li ve arkadaslart (2010) 1,2,3-triazoll,8-naftalimid tiirevlerinin elektroforez
goruntiis.

Coban ve arkadaslari (2013) calismada farkli platin kompleksinin [Pt(bpy)(pip)]** ve
[Pt(bpy)(hpip)]** (Sekil 1.63) DNA ile etkilesimini agaroz jel elektroforezi yontemiyle
incelemistir (Sekil 1.64). Elektroforez sonuglar1 incelendiginde [Pt(bpy)(pip)]? kompleksinin

miktarinin artmastyla DNA miktar1 azalmigtir.

Sekil 1.63 Coban ve arkadaslar1 (2013) [Pt(bpy)(pip)]™> ve [Pt(bpy)(hpip)]*? komplekslerin
molekiil yapisi.

Bu azalmanin sonucunda metal kompleksin DNA’y1 bozdugu anlagilir. Ayrica DNA’ nin gog
hareketinde farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara gére [Pt(bpy)(hpip)] ™ molekiiliiniin
[Pt(bpy)(pip)]*? molekiiliine gore DNA’nin yapisinda daha etkili bozulma meydana getirdigini
ifade edebiliriz [104].
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FORM I

Sekil 1.64 Coban ve arkadaslar1 (2013) [Pt(bpy)(pip)] ™ ve [Pt(bpy)(hpip)]"* kompleksleri igin
elektroforez sonugclari.

Kirthan ve arkadaslar1 (2020) Cu(II), Co(II) ve Ni(II) metal komplekslerinin DNA ile etkilesim
tiirliinii arastirmiglardir (Sekil 1.65). Komplekslerin konsantrasyon miktar1 arttiginda Form II
yogunlugu artmistir Form I yogunlugu ise azalmistir [105]. Bu sonuglar komplekslerin DNA
ile baglandigini ve DNA’y1 bozdugunu gosterir.

HsC N=—| o N
_— N 1 H20
M J
N/\ \ o/ \
N —N CHs
Form II © C;
M= Co,Cu, Ni

Form I

Sekil 1.65 Kirthan ve arkadaglari (2020) Cu(Il), Co(II) ve Ni(Il) metal kompleksleri icin
elektroforez sonuglari.

Wang ve arkadaslar1 (2020) baicalin bilesiginin (Sekil 1.66) etkilesim tiirlinii jel elektroforez
yontemiyle arastirmislardir. Kontrol plazmid DNA, Form I konumunda yer almaktadir. Fe** ve
H,0: eklenmesiyle serit 2°de DNA agik dairesel bigime déniismiistiir. Serit 3-4’de ise Fe** veya
H>0; eklenmesi DNA hasarina yol agmamustir. Serit 5-9'da baicalin eklenmesi DNA bandinin

pozisyonunda degisiklik olmadigt DNA'nin siiper sarmal formunu korudugunu gosterir [106].
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Sekil 1.66 Wang ve arkadaslar1 (2020) baicalin bilesiginin elektroforez sonuclari.

Haris ve arkadaslar1 (2016) kurkumin bilesiginin (Sekil 1.67) DNA ile baglanma ydntemini
incelemislerdir. Sonuclar artan kurkumin miktariyla DNA hareketliliginde belirgin bir

degisiklik olmadigini1 gostermistir ve bilesigin oluk baglanma yaptigini dogrulamistir [107].

L XXX R A A R A 1. 11

7T
HO O/

OH

Sekil 1.67 Haris ve arkadaslar1 (2016) kurkumin bilesiginin elektroforez sonuglari.
1.4 NAFTALIMID TUREVLERI VE DNA ETKILESIMLERI

Diizlemsel aromatik heterosiklik bilesiklerden olan naftalimid tiirevleri fliioresan ve biyolojik

ozellikleri nedeniyle 6nem tasimaktadir [108-109]. Naftalimidler antitimor, antiinflamatuar,
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antidepresan, antiprotozoal, antibacterial ve antiviral ajanlar i¢in cekirdek iskele gorevi
sagladigindan farmakolojik ©neme sahip aromatik heterosiklerdir. Naftalimid tiirevleri
diizlemsel yapilarindan dolayr DNA ile kolaylikla interkalasyon yapabilir ve hiicre boliinme

surecini bozabilir.

Esas olarak DNA-oluk baglanmasi ve topoizomeraz inhibisyonu yoluyla DNA'nin baz ¢iftlerine

interkalasyon yapma yeteneklerinden dolay1 antiproliferatif aktivite gosterirler [110-111].

Bir DNA interkalatorii olan 1,8-naftalimid antitiimor ajanlarin gelistirilmesi i¢in arastirilmistir
[112]. 1,8- Naftalimidler, baslangicta Brana ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bir DNA
baglayict ajanlar smifint olusturur [113]. Antitiimor aktivitelerini topoizomeraz I/II

enzimlerinin inhibisyonu ve DNA ve RNA'nin bozulma yoluyla gosterir [114] (Sekil 1.68).

Sekil 1.68 1,8-naftalimid yapisi.

Tandon ve arkadaslar1 (2017) naftalimit-imid ikilisinde zincir uzunlugu DNA ile olan
etkilesimde aktiviteyi arttirir. Naftalimit-metal kompleksleri DNA ile daha yakinlik gostererek
toksit etki oranmi artirir. Naftalimit-heterosiklik ikilisinde heterosiklik kisim maddenin DNA
ile interkalasyon baglanma derecisini arttirir. Naftalimit-halka degisiminde, aromatik halka
interkalasyonda artis sagladigindan aromatik halka konumuna gore maddenin DNA ile
interaksiyonunda degisikler gézlemlenir. Bis-naftalimit de ise iki halka arasindaki baglayicilar
aktiviteyi etkiler, her iki halkada DNA ile birlesir ve baglayicilar oluk baglanma ile baglanir
[110].

Naftalimid tiirevlerinden amonafide, mitonafide, elinafide, UNBS5162 ve bisnafide giiclii
antikanser aktivitelere sahipler [113-108] (Sekil 1.69). Klinik deney asamasina ulasan ilk
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bilesik olan, amonafid ¢ok iyi antikanser aktivite gdstermistir [113-115]. Naftalimidin, DNA
hedeflemeyi destekleyen ve hedef bilesiklerin ila¢ direncini azaltan uygun bir "tasiyict" oldugu

kanitlanmistir [116—117].

Sekil 1.69 Amonafid, elinafide, mitonafid, UNBS5162 ve bisnafide yapisi.

Mohammadhodaei ve arkadaslar1 (2010) N-ester-1,8-naftalimide dayanan iki yeni
antibakteriyel monoazo asit boyasi sentezlemistir (Sekil 1.70). Boyalarin gram pozitif ve gram

negatif bakterilere kars1 antibakteriyel 6zelligi oldugu goriilmiistiir [118].
o~<

Sekil 1.70 Mohammadhodaei ve arkadaslarl (2010) N-ester-1,8-naftalimid yapisi.
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Vohra ve arkadaslar1 (2009) naftalimitlerin bir nérotrofinin agri, inflamatuar bozukluklar,
norolojik bozukluklar, solunum bozukluklari, gastrointestinal bozukluklarin tedavisine
yardimei1 olan reseptor ile etkilesiminin modiilasyonunda etkinligini tarif etmistir (Sekil 1.71).

Genel formiil naftalimitlerin ¢ekirdek kisimlariyla ilgilidir [108].

R1

o) N O

I\\

Ry~ I

AN A *,

Sekil 1.71 Vohra ve arkadaglari (2009) Genel formiil yapisi.

Singh ve arkadaslar1 (2020) naftalimid ve fenantro[9,10-d]imidazol konjugatinin (Sekil 1.72)
DNA ile etkilesimini incelemistir. Bu bilesikler, kanser hiicre hattina karsi sitotoksisiteleri

acisindan in vitro olarak da degerlendirildi.

DNA etkilesimleri UV titrasyonuyla incelendiginde hiperkromizm olusmustur. Hiperkromizm,
elektrostatik veya oluk baglamadan kaynaklanir. Ayrica absorpsiyon spektrumunda denge
noktanin bulunmamasi1 da kompleks olusumun kovalent olmayan etkilesim oldugunu
gostermektedir. Bu calismada, DNA'ya bilesigin eklenmesi, DNA ¢ozeltisinin nispi
viskozitesinde onemli bir degisiklik gdstermemistir. Bu sonuglar bilesigin DNA'ya oluk
baglanma yoluyla baglandigin1 géstermektedir. Viskozite dl¢timlerinde kontrol olarak EtBr ve
Hoechst boyalar1 kullanilmistir. Oluk baglama DNA c¢ozeltisinin viskozitesinde kiigiik bir
degisiklige neden olurken, interkalasyon 6nce DNA’nin uzamasina ve sonunda viskozitede

onemli bir artisa neden olur [119].
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Sekil 1.72 Singh ve arkadaglar1 (2020) fenantro[9,10-d]imidazol yapisi.

Wang ve arkadaslar1 (2011) 4-konumunda ¢esitli hidroksil-alkilaminlerle modifiye edilmis bir
dizi yeni naftalimid tiirevi sentezlemistir. 3 a-e bilesiklerinin (Sekil 1.73) absorbsiyon
yogunlugu artan DNA konsantrasyonlar ile azalir ve maksimum absorbsiyon batokromik

kayma oldugunu gosterir [120].
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Sekil 1.73 Wang ve arkadaslar1 (2011) bilesiklerin DNA miktariyla absorbsiyon
spektrumundaki degisikligi ve bilesiklerin yapisi.

Rao ve arkadaslar1 (2018) yeni bir dizi farkli naftalimid-benzotiyazol/sinamid tilirevleri
sentezlemis (Sekil 1.74) ve kanser hiicre hatlar1 {izerinde in vitro sitotoksisiteleri agisindan test
edilmistir. DNA'nin viskozitesi, EtBr'nin DNA ile interkalasyonu nedeniyle EtBr ilavesiyle

stirekli olarak artmistir ve maddenin interkalasyon yaptig1 anlagilmistir [121].
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Sekil 1.74 Rao ve arkadaslar1 (2018) Bilesiklerin DNA viskozitesine etkisi ve bilesiklerin
sentezi ve yapilart.

Jia ve arkadaslar1 (2018) ferrosen ekli 1,8-naftalimid tiirevlerinin viskozite yontemi ile DNA
ile etkilesimini arastirmiglardir (Sekil 1.75). Ferrosen ekli interkalatorlerin, tekli
interkalatorlere gore kanserli hiicrelere karst cok daha fazla sitotoksisite veya daha iyi secicilik
sergiledikleri goriilmiistiir. EtBr ile karsilastirildiginda, DNA ¢ozeltisinin viskozitesi, mono-
naftalimid tiirevlerinin eklenmesinden sonra hafif¢e artirildi ve sonra diisiiriildii. Eklenen

ferrosen grubu, naftalimidin tipik interkalasyon baglanma modunu bozmustur.

Bis-naftalimid tiirevlerinin eklenmesi DNA soliisyonunun viskozitesinde gozle goriiniir bir
diisiise neden olmustur bu durum naftalimid gruplarinin kismi interkalasyon yaptig1 anlamina

gelmektedir [122].
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Sekil 1.75 Jia ve arkadagslar1 (2018) bilesiklerin DNA viskozitesine etkisi ve bilesigin yapisi.
Nekvinda ve arkadaslar1 (2020) naftalimid-karboranlarin antikanser 6zelliklerini bildirmistir

(Sekil 1.76). Porsiyonlar halinde eklenen bilesik, DNA ile etkilesime girmistir ve bu etkilesimin
zayif bir interkalasyon oldugu goriilmistiir [123].
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Sekil 1.76 Nekvinda ve arkadaslar1 (2020) naftalimid-karboran konjugati.

Ryan ve arkadaglar1 (2012) 1,8-naftalimiddipirido[3,2-a:2’,3'-c]fenazin konjugatlarinin (Sekil
1.77) DNA ile etkilesimini incelemistir. UV titrasyon ¢alismalari, DNA konsantrasyonu arttik¢a
bir absorbans degerinin diistiigii goriilmiistiir. Olusan bu degisiklikler maddenin interkalasyon

yoluyla DNA’ya baglandigini ifade eder [124].

R

R=NO2
R= NH2

Sekil 1.77 Ryan ve arkadaslar1 (2012) bilesigin yapist.

Rad ve arkadaslari (2019) 1,8-naftalimidin-f-laktam tiirevinin (Sekil 1.78) DNA'ya
baglanmasinmi aragtirmiglardir. UV titrasyonunda, DNA'nin eklenmesi {izerine absorbsiyon
spektrumunda hipokromik bir kayma ve hafif bir kirmizi1 kayma meydana gelmistir. Bu durum

maddenin interkalasyon yoluyla baglandigini gdsterir [125].
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Sekil 1.78 Rad ve arkadaglar1 (2019) 1,8-naftalimidin-f-laktam tiirevinin yapisi.

Wang ve arkadasglar1 (2018) naftalimiti etkili bir DNA interkalatdrii olarak platin(IV)
bilesiklerine dahil ederek bilesiklerin DNA ile etkilesimini arastirmislardir (Sekil 1.79).
Naftalimid platin (IV) bilesik ile DNA'nin UV spektrumlari, 260 nm'de absorbsiyonun artan
bilesik konsantrasyonlar1 ile dogrusal olarak arttigin1 gosterir. Ayrica, absorbsiyon

yogunluklarinin gozlemlenmesiyle hipokromik bir etki ortaya ¢ikar [126].

o Comp+DNA
= Comp-DNA

“/\f

Absorbance

Wavelength (nm)

Sekil 1.79 Wang ve arkadaslar1 (2018) naftalimid platin(IV) bilesiginin DNA miktariyla
absorbsiyon spektrumundaki degisikligi ve naftalimid platin(IV) yapist.

Rong ve arkadaslart (2018) bisnaftalimid tiirevlerinin piperidin ve piperazin
modifikasyonlarinin sonucunda olusan birlesigin DNA ile etkilesimini arastirmislardir (Sekil
1.80). UV titrasyonu ¢aligsmalar1 sonucunda, bilesige porsiyonlar halinde DNA eklendikge
batokromik kayma ile absorbsiyon yogunlugunda azalma goriilmiistiir. Olusan bu degisikler

bilesigin interkalasyon yaptigini gosterir [127].
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R= ——N OH

Sekil 1.80 Rong ve arkadaglar1 (2018) bilesigin yapisi.

Huang ve arkadaglar1 (2018) farkli amin baglayicilara sahip bir dizi bis-naftalimid tiirevinin
(Sekil 1.81) DNA baglanmasin1 ve antikanser aktivitesini inlemislerdir. DNA ¢6zeltisinin
viskozitesinin bilesiklerin ilavesiyle arttigi ve bu bilesiklerin DNA’ya interkalasyon ile

baglandigini gosterir [128].
o} N | O! ?

N [0
Yii

(0]

o
N N
H,N k7
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R= CH2CH2
R= CH2CH2CH2CH2

Sekil 1.81 Huang ve arkadaglar1 (2018) Bilesigin yapisi.

Tian ve arkadaglar1 (2016) yan zincirin naftalimid-poliamin konjugatinin (Sekil 1.82) DNA ile
etkilesimini arastirmislardir. EtBr yer degistirme calismalari, bilesigin artan konsantrasyonu
varhiginda EtBr-DNA kompleksinin floresans yogunlugunda azalma oldugunu gdstermistir.
Bilesikteki aromatik kismin DNA'ya karigabilecegini, poliamin kisminin ise oluk baglama

yaptig1 goriilmiistiir [129].
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Sekil 1.82 Tian ve arkadaglar1 (2016) bilesigin yapisi.

Li ve arkadaslar1 (2007) bir aril/heteroaril-imidazonaftalimid sistemine dayanan yeni ‘4-1’
pentasiklik DNA’nin arasina baglanan ajan gelistirmiglerdir (Sekil 1.83). Bu caligma ayrica
DNA hedefli antitiimoér ajanlarin daha fazla gelistirilmesi i¢in yeni perspektifler agilmasina
sebep olmustur. Floresans ve absorbsiyon siddetlerinde gézlenen degisikler sonucunda bilesigin

DNA'ya interkalasyon yoluyla baglandigini diistindiiriir [ 130].

\N/
N/
N/
0] N O H H
0] N (0] 9] N 0]
" o ¢
N== NH NH
N= N=
R
—_— / \\R
R - /
R, R, N R

Sekil 1.83 Li ve arkadaslar1 (2007) bilesiklerin yapisi.

Yang ve arkadaslar1 (2018) caligmalarinda naftalin halkasia (Sekil 1.84) genisletici yeni
heterosiklik halkalar ekleyerek interkalasyonu artiric1 naftalimitlerin sentezine ayrica amino
yan zinciri ekleyerek fizyolojik pH degerinde protonlanabilmesinden yararlanarak elektrostatik
etkilesimin yardimiyla daha kuvvetli baglanma elde etmeye ¢alismiglardir. Bu bilesiklerin DNA
fotoklivaj aktivitelerinin (DNA yapisint UV 15181 etkisiyle parcalama) ve sitotoksisitelerinin cok
yiiksek oldugu sonucuna ulagsmislardir [131].
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Sekil 1.84 Yang ve arkadaslar1 (2018) bilesiklerin yapist.

Brana ve arkadaslar1 (2002) yeni bir dizi mono ve bisnaftalimid sentezlemis (Sekil 1.85) ve
bunlarin antiproliferatif aktiviteleri {i¢ timor hiicre hattina kars1 degerlendirilmistir. Naftalimid
sistemine kaynasmis bir pirazin halkasi tagiyan naftalimid elinafide benzer sekilde aktivite

gostermistir [132].

Sekil 1.85 Brana ve arkadaslar1 (2002) bilesigin yapisi.

Li ve arkadaslar1 (2005) yeni bir 2-aminotiazonaftalimid ailesi sentezlemislerdir ve farkli DNA
aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 1.86). Heterosiklik-kaynasmis kromoforlu
bilesik, acisal kromoforlu bilesikten daha yiiksek DNA interkalasyon ve DNA fotoklivaj

aktiviteleri sergiledigi goriilmiistiir [133].
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Sekil 1.86 Li ve arkadaslar1 (2005) bilesiklerin yapisi.

Xu ve arkadaglart (2005) bir baska calismada pentasiklik tiyo-heterosiklik kaynagmis
naftalimitlere (Sekil 1.87) Yang ve arkadaslar1 (2018) [145] c¢alismasina benzer imitte
aminoalkil yan zincirler iceren yeni ve yiiksek interkalasyonlu fotoklivaj aktiviteli maddeleri

elde etmislerdir [134].

Sekil 1.87 Xu ve arkadaglar1 (2005) bilesiklerin yapisi.
Verma ve arkadaglar1 (2015) antikanser ajan olan N-alil naftalimit analoglarinin DNA ile

etkilesimini arastirmislardir (Sekil 1.88). EtBr ile yapilan yarismali floresans deneyinde goriilen

kompleksin etkili bir sekilde EtBr boyasini ¢ikaramayacagini gosterdi [135].
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Sekil 1.88 Verma ve arkadaglar1 (2015) bilesigin yapisi.

Fan ve arkadaslar1 (2021) tripod ferrosenil bis-naftalimit tiirevlerinin (Sekil 1.89) molekiiliiniin
EtBr boyasi ile yarigmali floresans deneyinde emisyon siddeti azalmisti. Bu azalma

elektrostatik etkilesimler yiiziinden de kaynaklanabilecegini diistindiirmiistiir [136].
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Sekil 1.89 Fan ve arkadaslar1 (2021) tripod ferrosenil bis-naftalimit tlirevi.

Y1ldiz ve arkadaglar1 (2018) bu sefer anhidrit ucundan yeni bir pentasiklik heterosiklik kaynasik
tiirevi olan 3,10-dibromo-7H-benzo[de]pirido[2’,3":4,5]imidazo[2,1-a]izokinolin-7-on
molekiiliinii sentezlemislerdir (Sekil 1.90). Molekiil dibromoetan ile alkillenerek baglanma
sabiti daha yiiksek olan bir molekiil sentezlenmistir. Bilesik interkalasyona ek olarak N-
alkillendiginden katyonik ozellik gosterir anyonik DNA’ya elektrostatik olarak baglanarak

etkilesimin daha fazla olmasini saglar [137].
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Sekil 1.90 Yildiz ve arkadaslar1 (2018; 2020) bilesiklerin yapist.

Yildiz ve arkadaslar1 (2020) 2018’de sentezledikleri naftalimitin tiirevlerini (Sekil 1.90)
sentezlenmistir. Yildiz ve Ark. (2018, 2020) tarafindan sentezlenen yeni tiir naftalimit
bilesikleri anhidrit bagindan diamino tiirevleri eklenerek basarilmis ve yeni bir yaklagim
getirmistir. Daha kuvvetli baglanmaya sahip olduklarini 6ngordiikleri katyonik tiirevlerin DNA

etkilesimlerinin ve sitotoksisitelerinin diger naftalimitlerle benzer oldugunu gordiiler [138].

Baker ve arkadaslar1 (2021) (NAP-6) ve 10-chloro-7H-benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-
alisoquinolin-7-one (10-Cl1-BBQ) bilesiklerinin (Sekil 1.91) sentezi ile sitotoksisitede meme
kanseri seg¢iciligini arastirmiglardir. NAP6 bilesiginin gore meme kanserinde bu kadar giicli
etkilere sahip olmasi [139], anhidrit oksijeninden direk aromatik halkanin baglanarak yeni

bilesikler eklenmesinin yolunu agmustir.

cl Br /

Oy N 20 O NN 0.__N
>e
NAP6 10-C1-BBQ Gl1 G2

Sekil 1.91 Baker ve arkadaslarinin (2021) NAP6 ve 10-Cl-BBQ bilesiklerinin ve sentezlenecek
bilesiklerin (G1 ve G2) yapisi.

Bu calismada Baker ve arkadaslarinin (2021) sentezledikleri NAP6 bilesigi [139] ile Yildiz ve
ark. (2018, 2020) sentezledikleri bilesiklerinin [137-138] bir kombinasyonu denenerek yeni
naftalimit bilesikleri (G1) ve katyonik tiirev (G2) sentezlenecektir. Burada NAPG6 bilesigindeki
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benzen halkas1 yerine pridin halkas1 kullanilacaktir ve N-alkillendirmesi sayesinde katyonik
ozellik kazandirilarak interkalasyon yaninda bir de elektrostatik etkilesim yaparak daha iyi bir
DNA baglanma sabiti elde edilece§i Ongoriilmistiir. Bu ¢alismada bilesiklerin DNA
etkilesimleri UV-Vis titrasyonu, floresans, yarigmali floresans, viskozite ve agaroz jel

elektroforezi metotlariyla ¢alisilacaktir.
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BOLUM 2

GEREC VE YONTEM

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Coziicii ve Kimyasallar

Biitiin kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik derecede ve saflastirma yapilmadan kullanilmistir.
Reaksiyonlarda ve etkilesimlerde kullanilan biitiin sulu ¢ozeltiler hazirlanirken Milli-Q su
kullanilmistir. DNA etkilesim c¢alismalarinda pH’1 sabit tutabilmek amaciyla pH= 7,5 olan 20
mM Tris/100 mM KCl tampon kullanilmaistir.

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

saklanmigtir. Titrasyon islemleri hazirlanan stok ¢ozelti kullanilarak gerceklestirilmistir.
A=¢eC.l (2.1)
Thermo firmasindan alinan pBR322 Plazmit DNA (500 mg/mL c¢ozeltide) Thermo EC-330

agaroz jel elektroforeziyle siiriiklenme yavaslatmasi deneyinde kullanilmistir. Ligantlar ile

etkilesimler ¢alisilirken ng/pL tiiriinden konsantrasyon hesaplanmistir.
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2.2 KULLANILAN CiHAZLAR

2.2.1 Infrared Spektrofotometresi

Jasco FT/IR-300 E

2.2.2 1TH-NMR Spektrofotometresi

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

2.2.3 UV/Vis Spektrofotometresi

Carry VinUV 100 Bio, Varian

2.2.4 Floresans Spektrometresi

Perkin Elmer LS 55

2.2.5 ESI-MS

Tandem Gold

2.2.6 Jel Elektroforez

Thermo Electron Corporation EC-330 Midicell Primo
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2.3 BILESIKLERIN SENTEZi

2.3.1 G1 Sentezi

Br
275.94 g mol !
277 mg

1 mmol

Once 4-bromo-1,8-naftlalik anhidrit (277 mg, 1 mmol) igerisine 25 ml asetik asit eklenerek geri
sogutucuda ¢ozilindii. Daha sonra igerisine 2,3-diamino-5-bromopiridin (188 mg, 2 mmol)
eklendi ve 24 saat 120°C’de karistirildi. Sar1 renkte olan madde asetik asit ekledigimizde daha
acik renge doniistii. 2,3-diamino-5-bromopiridin eklendiginde ise tepkime koyu turuncu renge
sahip oldu. Bunun nedeni bilesigin icindeki bromun turuncu renge sahip olmasindan
kaynaklidir. Tepkime sonlandirildiktan sonra {izerine buz ilave edilerek ¢ozelti oda sicakligina
kadar sogutuldu. Olusan sar1 c¢okelek eterle yikandi, siiziildii ve kurutuldu. Uriin G2
CisH10BraN202 222 mg, %50 verimle elde edildi. ESI-MS: m/z = 448 (M+H). '"H-NMR (600
MHz, DMSO+TFA, J, ppm) 8.58 (m, 2H), 8.53 (d, 1H), 8.30-8.27 (m, 2H+1H), 8.11 (dd, 1H).
FT-IR (v, cm™) 3066, 1782, 1699, 1669, 1591, 1564, 1537, 1495, 1452, 1392, 1376, 1365, 1339,
1297, 1264, 1224, 1186, 1151, 1141, 1127, 1065, 1043, 1019, 971, 940, 901, 886, 858, 826,

769, 741, 726, 690.

Br.

AN N
NH,
Br
O N @]
Asetik asit
NH,
NH»
186,97 g mol !
376 Br
me G1
2 mmol Cy5H;oB1;N;0,
443.91g mol -1
222 mg
%50 vermm

Sekil 2.1 G1 sentezi.
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2.3.2 G2 Sentezi

Br
\ N
NH»
0] N @]
Br
G1
C15H;oB1roNO,

443.91 g mol !

Br +
\ N /_
I
/
NH,
0 N 0
Aseton
Mel
Br
G2
C1oH,5B1,IN,0,

585.84 g mol !

% 30 verim

Sekil 2.2 G2 sentezi.

Elde ettigimiz G2 bilesigini (60 mg) azot (Schlenk) tiipii icerisinde 20 ml aseton icerisinde

coziildiikten sonra 5 ml metil iyodiir eklendi ve geri sogutucuda 24 saat 70°C’de karistirildi.

Tepkime sonlandirildiktan sonra ¢ozelti buz igerisinde oda sicakligina gelene kadar sogutuldu,

olusan sar1 ¢okelek asetonla yikandi, siiziildii ve kurutuldu. Uriin G2, C19H13B12IN202, 24 mg,
%30 verimle elde edildi. ESI-MS: m/z = 443 (M+H). '"H-NMR (600 MHz, DMSO+TFA, 4,
ppm) 9.53 (s, 2H, NH), 9.10 (d, 1H), 8.97 (d, 1H), 8.88 (m, 2H), 8.83 (m, 1H), 8.50 (m, 1H),
8.25 (m, 1H), 8.83 (m, 1H), 4.57 (s, 3H). FT-IR (v, cm™) 3403, 3065, 2166, 1963, 1697, 1611,
1592, 1562, 1536, 1495, 1451, 1397, 1375, 1365, 1338, 1295, 1264, 1223, 1185, 1172, 1151,
1141, 1127,1118, 1099, 1065, 1042, 971, 939, 900, 883, 867, 826, 792, 767, 740, 726, 690,

681.
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2.4 DNA ETKILESIM CALISMALARI

2.4.1 UV Titrasyonu

G1 ve G2 bilesikleri ayr1 ayr1 60 uM stok cozeltileri DMSO c¢oziiciisiinde hazirlandi.
Hesaplanan hacimde maddelerden alinarak hacim 2,5 pul’ye 20 mM TRIS/100 mM KCI
(pH=7,5) tamponuyla tamamlanarak UV kuvartz kiiveti icerisinde hazirlandi. Maddelerin
tizerine 2 pl (G1) ve 2 ul (G2) porsiyonlar halinde 1,25 mM ct-DNA eklendi. Eklenen her bir
DNA’dan sonra karisim pastor pipet ile karistirilip, 5 dakika beklendi ve ardindan UV-Vis
absorbsiyon spektrumlar1 kaydedildi. Spektrumlarda meydana gelen degisim duruncaya kadar
titrasyon islemlerine devam edildi. Olgiim boyunca kiivet 1s1s1 25 °C’de sabit tutuldu. Elde

edilen [DNA]/(ea-er) ve [DNA] verileri grafige gecirilerek ligantin baglanma sabiti;

[DNA]/ (ea-er) = [DNA]/ (eB-er) + 1/ Ky (eB-¢1) (2.2)

formiilii kullanilarak hesaplandi.

2.4.2 Floresans Titrasyonu

2.4.2.1 Floresans Degisimi

Bilesiklere ait olan ¢ozeltiler 20 mM TRIS/ 100 mM KCl (pH=7,5) tamponu kullanilarak cam
kiivet i¢inde hazirlanip 370 (G1) ve 370 (G2) dalga boylarinda uyarildi ve iki bilesik i¢inde
400-750 nm arasinda emisyon spektrumlari kaydedildi. Titrasyonlar i¢in kiivetlere (G1 ve G2
icin ayr1 ayr1) 4 pl porsiyonlar seklinde 1,25 mM ct-DNA ¢ozeltisi eklendi. Her eklemeden
sonra karigim pastor pipet yardimiyla karistirildi ve inkiibe olmasi amaciyla 10 dakika
bekletilerek emisyon spektrumu kaydedildi (slit= 5,0). Spektrumda meydana gelen degisim
sonlanincaya kadar titrasyon islemine devam edildi ve elde edilen verilerden baglanma sabiti

hesaplandi.
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2.4.2.2 EtBr ile Yarismali Floresans Calismasi

20 uM EtBr ve 100 uM DNA igeren ¢ozelti 20 mM TRIS/ 100 mM KCI (pH=7,5) tamponu

icerisinde oda sicakliginda hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin ayr1 ayr1 2,5 ml’lik kisimlar

kiivete alind1. Iki bilesikte 427 nm dalga boyunda uyarilarak, 500-700 nm arasinda emisyon
spektrumlar kaydedildi (slit= 10,0). Daha sonra iki ¢ozelti i¢inde ayr1 ayr1 2 pl’lik porsiyonlar
halinde maddeler eklendi ve her eklemeden sonra karisim 5 dakika inkiibasyon icin bekletilerek

spektrumlar kaydedildi. Islemlere spektrumlarda degisim durana kadar devam edildi.

2.4.2.3 DAPI ile Yarismah Floresans Calismasi

DAPI ile yarismal1 floresans ¢alismasinda ise 20 mM TRIS/100 mM KCI (pH= 7,5) tamponu
icerisinde hazirlanan DAPI ¢ozeltisi 2,5 ml 1 uM olacak sekilde cam kiivet icerisinde
hazirlandi. Bilesikler 358 nm dalga boyunda uyarildi ve 350-700 nm arasinda emisyon
spektrumlart kaydedildi (G1 slit=4,5, G2 slit=4). Daha sonra DAPI ¢06zeltisi igerisine ayni
tamponda hazirlanmis olan 5 uM DNA ¢dzeltisi eklendi ve etkilesimin gerceklesmesi i¢in 30
dakika oda sicakliginda bekletilip emisyon spektrumlari kaydedildi. Bilesiklerin {izerlerine 2 pl
porsiyonlar halinde 1 mM ¢o6zelti eklenerek inkiibe olmas1 amaciyla 10 dakika bekletilmesinin
ardindan spektrum kaydedildi. Spektrumda gbzlemlenen degisim duruncaya kadar titrasyon

islemine devam edildi.

2.4.2.4 Hoechst ile Yarismah Floresans Calismasi

Hoechst ile yarigmali floresans calismasinda 20 mM TRIS/ 100 mM KCl (pH=7.5)
tamponunda hazirlanan Hoechst ¢ozeltisi 2,5 ml 2 uM olacak sekilde cam kiivet igerisinde
hazirlandi. Bilesikler 350 nm dalga boyunda uyarildi ve 360-700 nm arasinda emisyon
spektrumlar1 kaydedildi (Gl slit=10,0, G2 slit=8). Hoechst ¢ozeltisine ayn1 tamponda
hazirlanan 12,5 uM DNA c¢o6zeltisi ilave edildikten sonra etkilesim i¢in 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve daha sonra bilesiklerin emisyon spektrumlar1 kaydedildi. Bilesiklerin
tizerlerine 2 ul porsiyonlar halinde ImM ¢d6zelti eklenerek inkiibe olmasi amaciyla 10 dakika
bekletilmesinin ardindan spektrum kaydedildi. Spektrumlar da gozlemlenen degisim

sonlanincaya kadar titrasyona devam edildi.
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2.4.2.5 TO ile Yarismali Floresans Calismasi

TO ile yarismali floresans ¢alismasinda 20 mM TRIS/ 100 mM KCI (pH=7,5) tamponunda
hazirlanan TO ¢ozeltisi 2,5 ml 2,1 uM olacak sekilde cam kiivet i¢erisinde hazirlandi. Bilesikler
504 nm dalga boyunda uyarild1 ve 500-800 nm arasinda emisyon spektrumlari kaydedildi (G1
ve G2 i¢in slit=3,5). TO ¢ozeltisine ayn1 tamponda hazirlanan 12,5 mM DNA ¢ozeltisi ilave
edildikten sonra etkilesim i¢in 30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve bilesiklerin emisyon
spektrumlar1 kaydedildi. Bilesiklerin iizerlerine 2 pl porsiyonlar halinde ImM ¢ozelti eklenerek
inkiibe olmasi amaciyla 10 dakika bekletilmesinin ardindan spektrum kaydedildi. Spektrumlar
da gozlemlenen degisim sonlanincaya kadar titrasyona devam edildi. Bilesik i¢in TO

emisyonunu %50’ye diislirmek i¢in gerekli derisim (DCso) hesaplanmistir.

2.4.3 Viskozite Calismasi

Bu yéntemde Ubbelohde viskozimetresi kullanilmistir. i1k olarak su banyosunda ki sicaklik 30
°C’ye ayarlandi. 20 mM TRIS/ 100 mM KCI (pH=7,5) tamponu icerisinde 15 ml 100 uM DNA
ve 2 mM bilesiklerin ¢ozeltileri (G1 ve G2) hazirlandi. Kolon igerisine 6nce 15 ml tampon
eklendi ve dijital bir kronometre kullanilarak akis hiz1 3 defa 6lgiildii. Ardindan 500 ul DNA
¢ozeltisi eklendi ve dijital bir kronometre kullanilarak akis hiz1 siiresi 6l¢iildii. Daha sonra ayni
tampondaki DNA c¢ozeltisi tlizerine 50 pl’lik porsiyonlar halinde G1 ¢ozeltisi ilave edildi, her
eklemenin ardindan karisim calkalanarak 10 dk etkilesimin tamamlanmasi1 amaciyla beklendi
ve dijital kronometre ile akis hizi siiresi 3 defa Olgiildii. Degisim sonlanincaya kadar 6l¢iim
yapildi. Biitlin bu islemler G2 bilesigi i¢cinde yapilmistir. Her {i¢ verinin ortalamasindan bagil

viskozite degeri hesapland1 (n/no) ve kompleks/DNA derisimine kars1 grafigi elde edildi.

2.4.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismasi

Once 1,5 gram agaroz 3 ml TAE ve 147 ml saf su i¢inde kaynatilip tamamen ¢dziindiikten sonra
ilk sicaklig1 gegene kadar oda sicakliginda bekletildi ve kalip kabina dokiilerek agaroz jel elde
edildi. Kullanilan DNA (pBR322 plazmid DNA ¢6zeltisi 20 nanogram 1 pl), bilesikler 20 mM
TRIS/ 100 mM KCI (pH=7,5) tamponu i¢inde hazirlandi. Jele ekilecek ¢ozeltiler karanlik ortam
ve DNA ndétralizasyon deneylerinde her iki bilesik i¢in: 10 pl plazmid DNA + 10 pl bilesik
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler 1 saat boyunca karanlikta 38 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan her bir ¢dzeltiye 5 ul bromo fenol mavisi boya ilave

69



edilerek iyice karigtirildiktan sonra ¢ozeltilerden 10 pl alinarak sirasiyla jeldeki hatlara ekildi.
45 voltta 150 dakika yiiriitiilmesinin ardindan jel EtBr i¢inde (10 pl) 30 dakika boyanmasi
sagland1 ve EtBr’nin fazlasinin alinmasi i¢in 10 dakika saf su igerisinde yikandiktan sonra

fotografi ¢ekildi.
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BOLUM 3

SONUCLAR

3.1 BILESIKLERIN KARAKTERIZASYONU

3.1.1 G1 Karakterizasyonu

4-bromo-1,8-naftlalik anhidrit ile 2,3-diamino-5-bromopiridin asetik asit igerisinde geri
sogutucu altinda 24 saat kaynatilmistir. Sogutulup buz eklendiginde sar1 renkli ¢okelek %50
verimle elde edilmistir. Yapiya ait FTIR spektrumunda (Sekil 3.1) 3300 cm™!*deki genis band
N-H titresim ve gerilimlerine ait pikleri olusturur. 3066 cm’de C-H gerilme pikleri
goriilmiistiir. C=0 gerilme piki i¢in 1699 ve 1669 cm! olarak iki sinyal alinmistir. Ayrica 1186
cm’deki pik pridin halkasinin C-N titresimlerine aittir. C1sH11BrN2O i¢in teorik [M]= 444
olarak hesaplan kiitle deneysel ESI-MS sonucu ise molekiiler iyon pikini 448 olarak
sonuglanmistir (Sekil 3.2). Proton nmr spektrumunda ise beklendigi gibi pridin halkasina ait iki
singlet 8.58 ve 8.53 ppm olarak goriilmiistir (Sekil 3.3). 8.29 ppm’de 3 proton
integrasyonundaki multiplet ve 8.11 ppm’deki dublet ve 7.99 ppm’de bir proton
integrasyonundaki triplet naftalin halkasindaki protonlara ait sinyallerdir. Bu spektrumda pridin

halkasinda bulunan NH; grubuna ait sinyal goriilmemistir.
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Sekil 3.1 G1’ye ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 3.2 G1’ye ait ESI-MS spektrumu.
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3.1.2 G2 Karakterizasyonu

G2 metil iyodiir igerisinde kaynatilarak elde edildi. Sogutulup buz eklendiginde sar1 renkli
cokelek %30 verimle elde edilmistir. Yapiya ait FTIR spektrumunda (Sekil 3.4) 3300 cm™>deki
genis band N-H titresim ve gerilimlerine ait pikleri olusturur. C-H gerilme pikleri 3050-3070
cm™’de goriilmiistiir. C=0 gerilme piki i¢in 1689 cm™’de genis band olarak goriilmiistiir. Ayrica
2166 cm’deki pik pridin halkasmin C-N gerilimine aittir. C1oH13Br2IN20z igin teorik [M]=
585 olarak hesaplan kiitle deneysel ESI-MS sonucu ise molekiiler iyon pikini [M-CH3I]= 443
olarak sonuclanmistir (Sekil 3.5). Proton nmr spektrumunda ise beklendigi gibi katyonik
bilesige ait aromatik proton pikleri yliksek alana go¢ etmislerdir (Sekil 3.6). 8.25-9.10 ppm
arasinda 7 proton sinyali bu gruptadir. Ayrica Pridin halkasindaki amine ait protonlar 9.30
ppm’de (NH2) singlet olarak goriilmistiir. N-metile ait singlet 4.57 ppm’de 3 proton

integralinde bulunmaktadir.
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3.2 BILESIKLERIN DNA ILE ETKILESIMLERI

3.2.1 UV Titrasyon Sonuc¢lari

UV-Vis titrasyon spektrumlarinda 20 mM TRIS/ 100 mM KCl (pH=7,5) tamponu i¢inde
hazirlanan ¢ozeltilerin absorbsiyonlar1 kaydedilmistir. Ayni tampon icerisinde hazirlanan DNA,
cOzeltilerin lizerine artan miktarlarda porsiyonlar halinde eklenerek bilesiklerin

absorbanslarinda olusan degisimler gézlemlenmeye caligilmistir.

Abs

T T T T
200 300 400 500 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.7 G1 ¢ozeltisinin DNA ile UV titrasyonu.
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Sekil 3.8 G1 bilesiginin [DNA] degerlerine karsi [DNA]/(ea - &r) grafigi.

Abs

| I I I
200 300 400 500 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.9 G2 ¢ozeltisinin DNA ile UV titrasyonu.
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Sekil 3.10 G2 bilesiginin [DNA] degerlerine kars1 [DNA]/(ea - &) grafigi.

Sekil 3.7°de goriildiigii gibi G1 bilesigi 237 nm ve 347 nm’de maksimum absorbans vermistir
ve porsiyonlar halinde DNA ¢ozeltisi eklendiginde maksimum absorbans degeri azalmstir.
Cozelti tizerine artan miktarlarda DNA ¢ozeltisi eklendiginde, molekiilde bulunan n elektron
sistemiyle, DNA’da bulunan nelektron sistemi etkilesime girer ve bu etkilesim sonucunda DNA
molekiiliin 7 elektronlarinin daha genis bir alanda delokalize olmasina neden olur. Boylece
absorbansta azalma meydana gelmektedir. Absorbansta meydana gelen degisim durana kadar
titrasyon islemine devam edilmistir. DNA ile titre edildiginde absorbans degerinin azalmasi
maddenin DNA ile oyuk veya interkalasyon baglanma yaptigin1 gostermektedir. Hesaplanan

baglanma sabiti degeri 8,89 x 10* M"dir (Sekil 3.8).

G2 bilesigi ise 241 nm ve 402 nm’de maksimum absorbans vermistir (Sekil 3.9) ve porsiyonlar
halinde DNA ¢6zeltisi eklendiginde maksimum absorbans degeri belirgin bir sekilde azalmistir.
Absorbansta meydana gelen degisim durana kadar titrasyon islemine devam edilmistir. DNA
ile titre edildiginde absorbans degerinin azalmas1 maddenin DNA ile oyuk veya interkalasyon

baglanma yaptigin1 gostermektedir. Hesaplanan baglanma sabiti degeri 1,0 x 10° M™""dir (Sekil
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3.10). Baglanma sabitleri Yildiz ve arkadaslarinin (2018) sentezledigi bilesiklerinin
degerleriyle karsilastirildiginda hepsinden ¢ok daha iyi olduklar1 gériilmektedir.

3.2.2 Floresans Titrasyon Sonuclari

3.2.2.1 Floresans Degisimi

Floresans titrasyon spektrumlarinda 20 mM TRIS/ 100 mM KCI (pH=7,5) tamponu iginde
hazirlanan ¢ozeltilerin uygun dalga boyunda uyarilarak emisyon spektrumlar1 kaydedilmistir.

Ayn1 tamponda hazirlanan DNA ¢6zeltisinin, ¢ozeltiler iizerine artan miktarlarda eklenmesi

sonucu bilesiklerin emisyonunda meydana gelen degisim gozlemlenmeye ¢alisilmistir.

Br
N
150 ZF NH,
0i |N| io
Br

500 Dalga boyu (nm) 600

Floresans siddeti

Sekil 3.11 G1 ¢ozeltisinin DNA ¢ozeltisi ile titrasyonu sonucu floresans spektrumda olusan
degisim.
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Sekil 3.12 G1 bilesigine ait Stern-Volmer grafikleri.
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Floresans siddeti
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Sekil 3.13 G2 c¢ozeltisinin DNA ¢ozeltisi ile titrasyonu sonucu floresans spektrumda olusan
degisim.
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Sekil 3.14 G-2 bilesigine ait Stern-Volmer grafikleri.

G1 bilesigi 370 nm dalga boyunda uyarilarak 400-750 nm dalga boyunda olusan emisyon
spektrumu kaydedilmistir. G1 bilesigi 520 nm’de emisyon vermistir. Floresans siddeti yaklasik
112°den 90’e diismustiir (Sekil 3.11). %20’luk bir degisim goéziikmektedir. Hesaplanan
baglanma sabiti (Ky) degeri 1,11x 10°> M "dir (Sekil 3.12).

G2 bilesigi 370 nm dalga boyunda uyarilarak 400-750 nm dalga boyunda olusan emisyon
spektrumu kaydedilmistir. G2 bilesigi 400-550 nm’de emisyon vermistir. Floresans siddeti
800’den 200’e diismiistiir. %75 luk bir degisim goziikmektedir (Sekil 3.13).

Bu sonuglardan G2 bilesiginin, G1 bilesigine gore daha kuvvetli etkilesim gosterdigi
goriilmiistiir. Yani bilesigi iyonik hale getirdigimizde DNA ile etkilesim orani daha ¢ok
artmistir. Hesaplanan baglanma sabiti degeri 2,2 x 10* M"dir (Sekil 3.14). Bilesiklerin Koy
degerleri Yildiz ve arkadaslarmin (2018) sentezledigi bilesiklerinin degerleriyle benzerlik

gostermektedir.

3.2.3 Yarismah Floresans Sonuclari

Yarigmali yer degistirme analizleri floresans boyalar kullanilarak yapilmistir. DNA'ya baglanan
boyalar1 yerinden ¢ikarabilen herhangi bir kii¢iik molekiil, yer degistirmis boya ile ayn1 bicimde

DNA'’ya baglaniyor demektir. En yaygin kullanilan boyalar EtBr, Hoechst, DAPI ve TO dur.
Bu tiir boyalar sulu ¢ozeltilerinde diisiik floresans yogunluga sahiptir. Ancak bu boyalar DNA
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ile baglandiklarinda floresans yogunluklarinda artis meydana gelmektedir. Eklenen ila¢ boyay1

yerinden ¢ikarttikca floresans yogunluga diismeye baslayacaktir.

3.2.3.1 EtBr ile Yarismah Floresans Sonuclari

Bilesiklerin DNA ile etkilesimini anlamak icin DNA ile etkilesim modlar1 bilinen gesitli
bilesikler ile titrasyon yapilmistir. EtBr DNA ile karistigi zaman baz ¢iftleri arasina
interkalasyon yapar. Boylece floresans spektrumu kaydedilir. Fakat bu karisima interkalasyon
yapma kapasitesi olan bir madde eklendigi zaman konsantrasyona bagli olarak EtBr baz ¢iftleri
arasindan ¢ikar ve yerini maddeye birakir. EtBr miktar arttik¢a floresans yogunlugu diisecektir.
Sekil 3.15 ve Sekil 3.16 da 20 uM EtBr ile 100 uM sigir DNA’s1 igeren ¢ozeltinin artan

derisimlerde G1 ve G2 bilesiklerinin ilavesi ile floresans spektrumlarinda olusan degisimler

gosterilmigtir.

20 mM TRIS/ 100 mM KCI tamponu (pH= 7,5) igerisinde hazirlanan EtBr-DNA sistemine ayni
tamponda hazirlanan, G1 ve G2 c¢ozeltileri artan konsantrasyonlarda eklenip spektrum
kaydedilmistir. Olusan EtBr-DNA kompleksine G1 bilesigi eklendiginde kompleksin floresans
siddetinde degisiklik olmamistir. G2 bilesigi ise floresans siddetinde ¢ok az miktarda diisiis

meydana getirmistir.

0 N 0
400

Floresans Siddeti

100

550 Dalgaboyu (nm) 650

Sekil 3.15 EtBr-DNA kompleksinin G1 bilesigi ile titrasyonu sonucu elde edilen floresans
degisimi.
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Sekil 3.16 EtBr-DNA kompleksinin G2 bilesigi ile titrasyonu sonucu elde edilen floresans
degisimi.

3.2.3.2 DAPI ve Hoechst-33258 ile Yarismah Floresans Sonuclari

DAPI ve Hoechst boyalar1 da sulu ¢ozeltilerinde diisiik floresansa sahip boyalardir. Ancak,
DNA eklendigi zaman yiiksek floresans 6zellik gosterir ve DNA ile etkileserek DAPI-DNA ve
Hoechst-DNA kompleksleri olusur. Bu komplekslere DAPI ve Hoechst gibi oyuk iizerinden
baglanan bir madde eklendigi zaman ise eklenen madde DAPI ve Hoechst boyalarini yerinden
cikararak DNA’ya madde baglanir. Bu durum sonucunda floresans yogunlugunda diisiis

meydana gelir.

Hazirlanan DAPI-DNA ¢ozeltisine ayni sirastyla G1 ve G2 ¢ozeltileri ilave edildikge floresans
yogunlugunda belirgin bir diisiis olmamistir hatta emisyon yogunlugu artmistir (Sekiller 3.17
ve 3.18). Bu durum bilesiklerin DAPI’yi yerinden ¢ikaramadigini gdstermistir. Yani bilesikler
DAPI-DNA sistemine etki etmemistir.

Yiiksek floresansli Hoechst-DNA kompleksine G1 ve G2 ¢ozeltisi ilave edildikge emisyon
yogunlugunda artis goriilmiistiir (Sekiller 3.19 ve 3.20). Bu artis G1 ve G2 bilesiklerinin
emisyonlarinin Hoechst ile emisyon verdigi bolgeler ayni olmasindan kaynaklanabilir. Bu
durum bilesiklerin Hoechst maddesini yerinden ¢ikarip ¢ikaramadigini anlamamizi imkansiz

hale getirmistir.
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Sekil 3.17 DAPI-DNA kompleksinin G1 bilesigi ile titrasyonu sonucu elde edilen floresans
degisimi.
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Sekil 3.18 DAPI-DNA kompleksinin G2 bilesigi ile titrasyonu sonucu elde edilen floresans
degisimi.
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Sekil 3.19 Hoechst ve DNA kompleksinin G1 bilesigi ile titrasyonu sonucu elde edilen
floresans degisimi.

Floresans Siddeti

400 Dalgaboyu(nm) g0

Sekil 3.20 Hoechst ve DNA kompleksinin G2 bilesigi ile titrasyonu sonucu elde edilen
floresans degisimi.

3.2.3.3 TO (tiyazol turuncusu) ile Yarismal Floresans Sonuclari
Diisiik floresansa sahip TO ancak DNA eklendigi zaman 520 nm’de yiiksek floresans 6zellik
gosterir ve DNA ile etkileserek TO-DNA kompleksini olusturur. Bu ¢ozeltiye G1 ve G2

cozeltileri artan konsantrasyonlarda eklenip spektrum kaydedilmistir (Sekil 3.21).

Spektrofotometre kiiveti icinde hazirlanan TO-DNA c¢ozeltisine G1 bilesigi ilave edildikge

floresans siddetinde diislis goriilmiistiir ve titrasyon ilerledik¢e floresans siddeti neredeyse
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yartya kadar diismiis ve degisim durmustur. G2 bilesiginin eklenmesi ise TO-DNA
kompleksinin floresans siddetini neredeyse sondiirmiistiir. TO, DNA’ya interkalasyon yoluyla
baglandigindan floresans siddetinde goriilen bu azalmalar iki maddenin de interkalasyon
yapabilecegini diisiindiirmiistiir. G1 bilesiginin DCso degeri 21,8 G2 bilesiginin DCso degeri 8,6
olarak hesaplanmistir (Sekil 3.22). Yarismali floresans (TO) deneyinden elde edilen DCs ile
UV titrasyonuyla elde edilen Ky degerleri goz oniine alindiginda G2 bilesiginin TO boyastyla
daha kuvvetli etkilesim gosterdigi anlagilmistir. TO ile yarigmali floresans sonuglarida ise
Yildiz ve arkadaslarmin (2018) sentezledigi bilesiklerinde oldugu gibi benzer kuvvette

baglanmis sentezlenen katyonik bilesiginin daha kuvvetli etkilesime sahip oldugunu

gostermistir.
1000 1000
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Sekil 3.21 TO-DNA kompleksinin G1 ve G2 bilesikleri ile titrasyonu sonucu elde edilen
yarismali floresans caligsmasi.

% TO
%TO

0 5 10 15 0 5 10 15
uM pM

Sekil 3.22 TO- DNA kompleksi iizerine artan miktarlarda G1 ve G2 eklenmesiyle elde edilen
emisyon spektrumu hesaplamasi.
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3.2.4 Viskozimetre Sonuclari

Viskozite sonuglarina gore G1 bilesigi konsantrasyonu arttik¢ca viskozitede bir miktar artis
goriilmiis ve sonrasinda viskozite tekrar azalmistir. Bu durum minor veya major oyuklardan
molekiiliin bir miktar interkalasyonla beraber baglandigini fakat klasik interkalasyon gibi
molekiilii uzatmadan biikerek etki ettigini anlamaktayiz. Baz ciftlerine tek taraftan baglandig:
icin DNA’nin boyunda uzama yerine azalmaya neden olur. Biitlin bunlar G1 bilesiginin kismi
interkalasyon yaptigini gosterir (Sekil 3.23). G2 bilesigi ise konsantrasyona bagli olarak DNA

viskozitesini artirmistir. Bu durum G2 bilesiginin ise interkalasyon yapabilecegini gdstermistir.

Sentezlenen bilesiklerin viskozite sonuglart Yildiz ve Cobanmn (2019) [Cu(dtb)(phen)]**
kompleksiyle Jia ve arkadaslari (2018) ferrosen ekli 1,8-naftalimid tiirevlerinin viskozite
sonucuna benzer sekildedir ve sarmalda biikiilmeye ve DNA'nin viskozitesinde bir azalmaya

neden olur.
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Sekil 3.23 G1 ve G2 bilesiklerinin DNA viskozitesine etkileri.

3.2.5 Agaroz Jel Elektroforez Sonuclar

Agaroz jel elektroforezi sentezlenen bilesiklerin DNA’ nmin hasara ugrayip ya da hasara
ugramadigin1 bulabilmek icin kullanilir. Plazmid DNA ile etkilesen molekiiller DNA’ nin
yapisinda birtakim degisiklikler meydana getirir. Interkalasyon yolu ile etkilesen bilesikler,
DNA’nin formunun degismesine ve boyunda uzamalara neden olmaktadir. Bu degisim ile siiper
sarmal DNA’nin elektroforetik davraniglarinda farkliliklar meydana gelir ve bu farkliliklar

sonucunda DNAnin yapisindaki bozulmalar gézlenebilmektedir.
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Elektroforez jelinde C1 hatt1 kontrol olarak plazmid DNA, C2 hattinda yine kontrol olarak
plazmid DNA+H>0., geri kalan hatlarda ise DNA+H>0O> ve artan konsantrasyonlarda G1 ve G2
bilesiklerinin karisimlarinin plazmid DNA’ya etkisi gosterilmektedir. Ayni islemler G2 bilesigi
icin de yapilmistir.

Jel izerinde (Sekil 3.24) G1 bilesiginin DNAya bir etki etmedigi gozlenmistir. Konsantrasyon
arttikga form 1 ve form 2 miktarlar1 ayni kalmistir ve DNA hasar1 goriilmemistir. Ancak
katyonik olan G2 bilesiginin DNA’y1 baglandig: 6l¢lide hareketini yavaslatmistir. Bir miktar
DNA’nin 20 uM konsantrasyondan itibaren artarak form 1’in dagildig1 goriilmiistiir. Yani eksi
yikli DNA art1 yiiklii G2 ile elektrostatik olarak etkileserek DNA’nin toplam yiikiini
azalttigindan siiriiklenme hizini azaltmistir (Sekil 3.25). Agaroz jel elektroforez sonuglarinda
ayni bizim sonuglarimizda oldugu gibi Yildiz ve arkadaslarinin (2018) sentezledigi katyonik
bilesik diger bilesige gore daha fazla etkilesim gostermistir ve katyonik bilesikte bizimkinden

farkli olarak DNA’y1 ayn1 zamanda form 1 form 2 ve form 3’e doniismiistiir.

G1+H:202

i C2 5 10 20 30 100 200 400

Form 2

Form 1

Sekil 3.24 Aktivator varliginda pBR322 ve artan G1 karisimina ait elektroforez goriintiisii.
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G2+H.O»

1 C2 5 10 20 50 100 200 400

Sekil 3.25 Aktivator varliginda pBR322 ve artan G2 karigimlarina ait elektroforez goriintiisii.
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BOLUM 4

SONUC

Sonug olarak Yildiz ve arkadaslarinin (2018, 2020) ve Baker ve arkadaslarinin rapor ettikleri
naftalimitlerden esinlenerek sentezlenen, G1 ve G2 bilesikleri literatiir dogrultusunda
sentezlenip IR, 'H-NMR ve ESI-MS yontemleriyle karakterize edildi. Sentezlenen bilesiklerin
DNA etkilesimleri UV-Vis titrasyon, floresans titrasyon, viskozite ve agaroz jel elektroforez

yontemleriyle belirlendi.

UV-Vis titrasyonu sonuglari maddelerin DNA ile etkilestigini gostermektedir. UV-vis titrasyon
sonucunda G1 ve G2 bilesiklerinin baglanma sabiti Ky, degerleri sirast ile 8,89 x 10* M ve 1,0

x10° M! olarak hesaplandi.

Floresans spektrofotometresi ¢aligmalarinda da bilesiklerin DNA ile etkilestigi anlasilmistir ve

baglanma sabiti (Ksv) degerleri sirasi ile 1,11x 103 ve 2,02 x104 M-1 olarak hesaplandi.

Yarigsmal1 floresans titrasyonlarinda EtBr, DAPI ve Hoechst boyalariyla saglikli bir dl¢tim
yapilamamis fakat TO boyasinda her iki bilesik de floresans siddetinde azalma meydana
getirmistir. Bu sonug bilesiklerin interkalasyon yapabilecegini gostermistir. Yarigmali floresans
deneylerinde elde edilen DCso degerleri UV titrasyonu ve floresans titrasyonu baglanma

sabitleriyle orantilidir. G2 daha kuvvetli baglanmistir.

Viskozite sonuglarida G1 bilesiginin kismi interkalasyon G2 bilesiginin ise interkalasyon

yapabilecegini dogrulamstir.

Agaroz jel elektroforez sonuglari incelendiginde G2 bilesigi peroksit varliginda DNA’ya Gl

bilesigine gore daha fazla etkilesim gostermistir.
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