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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BAKIR(II) [YONUNUN FENANTROLIN TUREVLERI VE TRIPTOFAN ILE
OLUSTURDUGU KOMPLEKSLERIN SENTEZI, KARARLILIKLARI VE
BIYOLOJIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Pelin SENEL

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Rahmiye AYDIN

Bu calismada, metal iyonu olarak bakir(Il) iyonu, anyonik ligant olarak bir amino asit
olan L-triptofan (L-Trp), noétral ligant olarak ise diizlemsel bir yapiya sahip olan
fenantrolin tiirevlerinden; 1,10-fenantrolin (phen), 4-metil-1,10-fenantrolin (4-mphen)
ve 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin (dmphen) segildi.

Calismada oncelikle; bakir(Il) iyonunun phen, 4-mphen ve dmphen (A) ve L-trp (B)
ile olusturdugu ikili (MA, MB) ve karisik ligant (MAB) komplekslerine ait denge
tepkimeleri 0,1 M KCI iyonik ortamimda ve ii¢ farkli sicaklikta (25°C, 35°C ve 45°C)
potansiyometrik yontem ile incelendi ve komplekslerin olusum tepkimelerine ait
termodinamik parametreler (AH, AS ve AG) hesaplandi. Ligantlarin protonlanma
sabitleri ve komplekslerin kararlilik (olusum) sabitleri potansiyometrik titrasyon
verilerinin BEST bilgisayar programina uygulanmasi ile hesaplandi. Ayrica, ¢ozeltide
olusan tiirlerin dagilimini belirlemek igin ise SPE bilgisayar programi kullanildi.

Ikinci olarak; segilen ligantlarm bakir(Il) iyonu ile olusturdugu karisik ligant
kompleksleri sentezlendi ve sentezlenen komplekslerin yapilari, elementel analiz,
elektronik absorbsiyon spektroskopisi, IR spektroskopisi ve tek kristal X-1s1n1 kirinim
yontemi ile aydinlatildi.

Son olarak ise; sentezlenen komplekslerin CT-DNA ile etkilesimleri ve antikanser
aktiviteleri arastirildi. Komplekslerin  CT-DNA’ya baglanma 6zellikleri; termal
denatiirasyon, elektronik absorbsiyon ve floresans spektroskopisi yontemleri ile CT-
DNA’y1 bolme o6zellikleri ise agaroz jel elektroforez yontemi ile incelendi. Antikanser
aktivite c¢aligmalarinda ise; komplekslerin akciger, meme ve kolon kanser hiicre
hatlarinda ve bir saglikli hiicre hattinda XTT testi ile ICso degerleri hesaplandi ve
sitotoksisiteleri belirlendi.

Anahtar kelimeler: Bakir(ll), 1,10-fenantrolin, 4-mphen-1,10-fenantrolin, 4,7-dimetil-
1,10-fenantrolin, L-triptofan, potansiyometri, CT-DNA, sitotoksisite.

2017, xi + 140 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

SYNTHESIS OF COMPLEXES FORMED WITH COPPER(II) ION OF
TRYPTOPHAN AND PHENANTHROLINE DERIVATIVES AND
INVESTIGATION OF THEIR STABILITY AND BIOLOGICAL PROPERTIES

Pelin SENEL

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Rahmiye AYDIN

In this study, copper(ll) ion, L-tryptophan (L-trp) as an anionic ligand and 1,10-
phenanthroline (phen), 4- methyl -1,10- phenanthroline (4-mphen) ve 4,7- dimethyl -
1,10- phenanthroline (dmphen) as neutral ligand which have a planar structure were
choosen.

In the study firstly; the equilibrium reactions of binary (MA, MB) and mixed ligand
(MAB) complexes formed with phen, 4-mphen and dmphen (A), L-trp (B) of copper
(1) ion were examined at 25°C, 35°C and 45°C and in 0,1 M ionic medium and
thermodynamic parameters (AH, AS and AG) via formation reactions of the complexes
were calculated. The protonation constants of the ligands and the stability constants of
the complexes were calculated with BEST computer program using potentiometric
titration data. Therefore, the SPE computer program was used to determine the
distrubition of the species formed in solution.

Secondly; the mixed ligand complexes forming with copper(ll) ion with the selected
ligands were synthesized and the structures of the synthesized complexes were
elucidated by elemental analysis, electronic absorption spectroscopy, IR spectroscopy
and single crystal X-ray diffraction method.

Finally, the interactions with CT-DNA of the synthesized complexes and anticancer
activities were investigated. The binding properties with CT-DNA of the synthesized
complexes were investigated by thermal denaturation, electronic absorption and
fluorescence spectroscopy. Additionally, the cleavage activities with DNA of the
synthesized complexes were investigated by agarose gel electrophoresis. In anticancer
activity studies; 1Cso values for the complexes were calculated by XTT test in lung,
breast and colon cancer cell lines and in a healthy cell line of the complexes and their
cytotoxicities were determined.

Key words: Copper(ll), 1,10-phenanthroline, 4-methyl-1,10- phenanthroline, 4,7-
dimethyl-1,10-phenanthroline, L-tryptophan, potentiometry, CT- DNA, cytotoxicity.

2017, xi + 140 pages.
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1. GIRIS

1.1. Cahilsmanin Amaci

Bu calismada, biyolojik sistemlerde onemli olduklari i¢cin metal iyonu olarak bakir(Il)
iyonu, anyonik ligant olarak bir amino asit olan L-triptofan (L-trp), nétral ligant olarak
ise diizlemsel bir yapiya sahip olan fenantrolin tiirevlerinden; 1,10-fenantrolin (phen), 4-

metil-1,10-fenantrolin (4-mphen) ve 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin (dmphen) segildi.

Calismanin birinci amaci; bakir(Il) iyonunun 1,10-fenantrolin (phen), 4-metil-1,10-
fenantrolin (4-mphen) ve 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin (dmphen) (A) ve L-triptofan (L-
trp) (B) ile olusturdugu ikili (MA, MB) ve karisik ligant (MAB) komplekslerine ait
denge tepkimelerini ii¢ farkli sicaklikta (25°C, 35°C ve 45°C) inceleyerek olusan
komplekslerin kararlilik (olusum) sabitlerini potansiyometrik yontem ile belirlemek ve
komplekslerin olusum tepkimelerine ait termodinamik parametreleri (AH, AS ve AG)
hesaplamaktir. Ligantlarin protonlanma sabitlerini ve komplekslerin kararlilik (olusum)
sabitlerini belirlemek icin BEST bilgisayar programi, c¢ozeltide olusan tiirlerin

dagilimini belirlemek i¢in ise SPE bilgisayar programi kullanildi.

Ikinci amag; segilen ligantlarin bakir(Il) iyonu ile olusturdugu karisik ligant
komplekslerini sentezlemek ve sentezlenen komplekslerin yapilarini, elementel analiz,
elektronik absorbsiyon spektroskopisi, IR spektroskopisi ve tek kristal X-1s1n1 kirinim

yontemi ile aydinlatmaktir.

Calismanin ii¢lincii amaci ise; sentezlenen komplekslerin CT-DNA ile etkilesimlerini ve
antikanser aktivitelerini arastirmaktir. Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma 6zellikleri;
termal denatiirasyon, elektronik absorbsiyon ve floresans spektroskopisi yontemleri ile
pUC19 plazmid DNA’y1 bolme ozellikleri ise agaroz jel elektroforez yontemi ile
incelendi. Antikanser aktivite ¢alismalarinda ise; komplekslerin akciger, meme ve kolon
kanser hiicre hatlarinda ve bir saglikli hiicre hattinda XTT testi ile ICsp degerleri

hesaplandi ve sitotoksisiteleri belirlendi.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Amino Asitlerin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Amino asitler, canli organizmalarda peptitlerin, proteinlerin ve enzimlerin yapi taslaridir
ve bu nedenle cesitli kimyasal madde gruplari arasinda ayri bir 6neme sahiptirler.
Yapilarinda hem amino (—NH,), hem de karboksil (-COOH) grubu igeren organik
bilesiklere amino asitler denir. Bir amino asit genel olarak asagidaki gibi gosterilir (R=

cesitli fonksiyonel gruplar).

Amino
grubu

Karboksil
grubu

Sekil 2.1.1. Amino asitlerin genel yapist

Amino asitler reaksiyonlarina gore asidik, notral ve bazik amino asitler olarak ii¢ gruba
ayrilirlar (Un 1984). Amino asitler sulu ¢dzeltide belli pH araliginda karboksil grubunun
karboksilat (—-COQ") ve amin grubunun ise —NH3+ iyonu halinde oldugu “gifte iyon”
(zwitter iyon, dipolar iyon) olarak adlandirilan bigimde bulunurlar. Bu yapida,
karboksilik asit grubunun protonu amin grubunun azotuna baglanmis ve her iki

fonksiyonel grupta iyon haline doniismiistiir.

Bir ¢ozeltideki amino asidin baskin sekli, ¢ozeltinin pH’sina baghdir. Kuvvetli asidik
cozeltilerde tiim amino asitler dncelikle katyonlar halinde, kuvvetli bazik ¢ozeltilerde
ise anyonlar halinde bulunurlar (Sekil 2.1.2). Molekiillerin net bir yiike sahip olmadigi
pH ise izoelektrik nokta (pI) olarak adlandirilir. Her amino asidin kendine 6zgii bir pl

degeri vardir.
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katyonik zwitter iyon anyonik

Sekil 2.1.2. Amino asitlerin kuvvetli asidik ve bazik ¢ozeltilerdeki yapilar

Dogada yaklasik 300 ¢esit amino asit vardir. Ancak bunlarin sadece 20 tanesi (standart
amino asitler) proteinlerde bulunur. Bu 20 tane amino asidin 10 tanesi; (16sin, izoldsin,
lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan, valin, arjinin ve histidin) insan viicudu
tarafindan ihtiyac1 karsilayacak diizeyde sentezlenemez ve bunlarin disaridan beslenme

yoluyla alimlar1 zorunludur. Bu sebeple esansiyel amino asitler olarakta adlandirilirlar.

Dogada bulunan amino asitlerin yaklasik olarak hepsi a-amino asitlerdir. a-amino
asitlerdeki a-karbon atomu asimetriktir ve dolayisiyla bu bilesiklerin D- ve L-
konfigiirasyonlar1 vardir (Martin ve Granner 1985). Yani optikge aktiftirler; polarize
15181 saga ya da sola cevirirler. Genel olarak tiim canlilarin hiicre proteinlerinde bulunan

amino asitler L-amino asitlerdir.

Amino asitlerin bazi kimyasal 6zellikleri ise s0yle siralanabilir; bir amino asidin -COOH
grubu ile diger bir amino asidin —NH, grubu birlesir ve aralarinda, su ¢ikisi ile peptit
bagi olugur ve bunun tekrarlanmasi ile proteinler meydana gelir. Amino asitler, susuz
HCI ve alkol ile esterleri meydana getirirler ve amino asit esterleri alkollii veya susuz
amonyakla muamele edilirse amino asitlerin amidleri olusur. Amino asitlerin amin
gruplari, bir ¢oziicii iginde metil iyodiir ya da dimetilsiilfat ile muamele edilirse
metillesebilirler. Prolin ve hidroksi prolin haricindeki amino asitler nitroz asitlerle
tepkime vererek azot agiga c¢ikmasini saglarlar ve amino asitlerin bu 06zelliginden

faydalanilarak protein miktar tayini yapilir.



2.1.1. Amino asitlerin ligant olarak davranisi

Amino asitlerin merkez metal iyonu ile bag yapan verici atomlar1; azot, kiikiirt ve
oksijendir. Amino asitler metale sadece karboksil (-COQO~) grubundan baglanarak tek

digli ligant ya da hem karboksil (-COO~) hem de amino (—NHy) grubundan baglanarak

cift disli ligant gibi davranabilirler (Versiane ve ark. 2006, Rodriguez-Gonzalez ve ark.
2007).

2.1.2. Amino asitlerin metal kompleksleri ve 6nemi

Amino asitlerin metal iyonlartyla olusturdugu kompleksler biyolojik sistemlerde
onemli bir yer tutar ve serbest ligantlardan biyolojik olarak daha etkilidirler
(Choudhary ve ark. 2011). Biyolojik sistemlerde heterosiklik bilesiklerin ayri bir yeri
vardir, 6zellikle de N atomu tizerinden metale baglanan (N-vericili ligant) bilesikler pek
cok vitamin ve ilacin yapisina katilirlar. Amino asitlerin  metal ~ kompleksleri
antibakteriyel, antienflamatuar, antiiilser ve antitiimoral 6zellikleri ile farmasotik

acidan oldukea ilgi cekicidir (Stanila ve ark. 2009).

2.1.3. Amino asitlerin siniflandirilmasi

Amino asitler kendi aralarinda iki siifa ayrilirlar;

1) Standart (protein yapisina giren) amino asitler

2) Standart olmayan amino asitler

2.1.3.1. Standart (protein yapisina giren) amino asitler

Genel 6zellikler

Standart amino asitler, ayn1 karbon atomuna baglanmis bir amino grubu ve bir karboksil

grubu igerirler. Standart amino asitlerde amino ve karboksil gruplarinin bagli oldugu

karbon atomu a-karbon atomu olarak adlandirilir. Eger R grubu bir zincirde ek
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karbonlar igeriyorsa bu karbonlar B, v, 8, € gibi harflerle adlandirilir. Standart amino

asitler, ti¢ harfli kisaltmalar ve tek harfli sembollerle gosterilirler (Cizelge 2.1.3.1.1).

Cizelge 2.1.3.1.1. Amino asitlerin semboller ile gosterimi

Amino asit Kisaltma Amino asit Kisaltma
Glisin Gly G Treonin Thr T
Alanin Ala A Sistein Cys C
Valin Val \% Metiyonin Met M
L&sin Leu L Asparajin Asn N
Izoldsin lle I Glutamin Gln Q
Prolin Pro P Arpartat Asp D
Fenilalanin Phe P Glutamat Glu E
Tirozin Tyr Y Lizin Lys K
Triptofan Trp W Arjinin Arg R
Serin Ser S Histidin His H

Standart amino asitlerin simiflandirilmasi

Standart amino asitler, birbirlerinden yan zincirlerindeki yani R gruplarindaki yap,
biiylikliik, elektrik yiikii ve grubun amino asidin sudaki c¢Oziiniirliigiine etkisi
bakimindan farklidirlar. Bazi amino asitler, fizyolojik pH’da, amino grubundaki pozitif
yilke ve karboksil grubundaki negatif yiike ilaveten yan zincirde de bir yiik
tagimaktadirlar. Baz1 yan gruplar polar iken bazi yan gruplar apolardir. Amino asitlerin
fonksiyonlar1 ve protein yapisindaki rolleri yan zincirlerinin kimyasal 6zellikleri ile
iliskilidir.

Standart amino asitler, kimyasal 6zelliklerinin daha kolay anlasilabilmesi i¢in, R yan
gruplarimin ozellikle polaritesine ya da biyolojik pH’da suyla etkilesmeye olan

egilimlerine gore bes gruba ayrilirlar (Cizelge 2.1.3.1.2).



a) Polar olmayan alifatik R gruplari iceren amino asitler

Glisin (Gly, G), R grubu H olan, yapis1 basit ve en az interaktif olan amino asittir.
Glisin, proteinlerdeki bulundugu yere, diger amino asitlerden daha fazla esneklik
kazandirir.

Alanin (Ala, A), R grubu metil olan bir amino asittir.

Valin (Val, V), Losin (Leu, L), izolésin (Ile, I), dalli yan zincire sahip amino
asitlerdir. Bunlarm biiytik yan zincirleri, digerlerinden farkli sekilleriyle protein yapilar
icinde hidrofobik etkilesimi kolaylastirmada énemlidir.

Metiyonin (Met, M), kiikiirt ve ilaveten metil grubu i¢eren bir amino asittir.

b) Aromatik R gruplari iceren amino asitler

Fenilalanin (Phe, F), R grubu benzil olan bir amino asittir.

Tirozin (Tyr, Y), R grubunda bulunan fenil halkasinda hidroksil grubu bagli olan
fenilalanin yapisinda bir amino asittir. Tirozin amino asidi hidrofobik (suyu sevmeyen)
olmakla beraber icerdigi hidroksil grubu ile hidrojen bagi olusturabilir ve bazi
enzimlerin aktivitesinde tirozinin hidroksil grubu ¢ok Onemli bir fonksiyonel grup
olarak etkilidir.

Triptofan (Trp, W), indol halkasina sahip bir amino asittir. Fenilalanin, tirozin ve
triptofan, aromatik yan zincirlerinden dolayr hemen hemen apolardirlar; tirozin igerdigi
hidroksil grubu ve triptofan icerdigi indol halkasinin azotu sebebiyle fenilalaninden
daha fazla polardirlar. Fenilalanin, tirozin ve triptofanda bulunan aromatik gruplar,
degisik protein zincirleri arasinda giiclii bir hidrofobik etkilesim gosterirler. Ucii de

ultraviyole 15181 absorblar.

c) Polar ve yiiksiiz R gruplari iceren amino asitler

Serin (Ser, S), yapisindaki metil grubuna hidroksil grubu bagl olan alanin yapisinda bir
amino asittir.

Prolin (Pro, P), amino asitlerin yapisinda bulunan amino grubu, imino grubu (-NH)
seklinde olan ve imino grubu ile yan zincirdeki li¢ karbon atomunun olusturdugu halkali
bir yapiya sahip olan amino asittir. Prolin, halkali yapisi sebebiyle proteinin yapisal
esnekligini azaltir.

Treonin (Thr, T), hidroksil grubu igeren bir amino asittir.



Sistein (Cys, C), tiyol grubu i¢eren bir amino asittir. Sistein, sistin olarak isimlendirilen
bir kovalent bag ile baglanmis “dimerik amino asit” seklinde okside olabilir; sistinde
iki sistein molekiili bir disiilfiir bagiyla birbirine baglanmigtir. Sisteindeki gibi
disiilfiir baglari, pek ¢ok proteinde vardir ve proteinin yapisini kararli duruma getirirler.
Glutamin (GIn, Q), glutamatin bir amididir.
Asparajin (Asn, N), aspartatin bir amididir.

d) Pozitif yiiklii R gruplari iceren amino asitler

Lizin (Lys, K), alifatik bir zincirde g-pozisyonunda ikinci bir amino grubu bulunduran
amino asittir.

Arjinin (Arg, R), pozitif yiiklii guanidino grubu igeren bir amino asittir.

Histidin (His, H), imidazol grubuna sahip bir amino asittir. Histidindeki imidazol

grubunun yiikii, pH degerlerindeki kiiciik degisiklikler ya da lokal ¢evre ile degisebilir.

e) Negatif yiiklii R gruplari iceren amino asitler

Aspartat (Asp, D), B-pozisyonunda ikinci bir karboksil grubu bulunduran amino asittir.
Glutamat (Glu, E), y- pozisyonunda ikinci bir karboksil grubu bulunduran amino
asittir. Aspartat ve glutamat, asidik amino asitler olarak da bilinirler; ikinci karboksil
gruplariyla pH=7"de net negatif yiiklii, R gruplarina sahip amino asitlerdir. Aspartat ve

glutamat, asparajin ve glutaminin ana bilesikleridir.
2.1.3.2. Standart olmayan amino asitler

Standart olmayan amino asitler; bir standart amino asit, protein yapisina girdikten sonra
olusmus olan amino asitlerdir. 4-Hidroksiprolin, bir prolin tiirevidir. Bitki hiicre duvari
proteinlerinde ve bag dokusunun fibroz proteini olan kollajende bulunur. 5-
Hidroksilizin, lizin tiirevidir. Kollajenin yapisinda bulunur. 6-N-metillizin, lizin
tirevidir. Kaslarin kontraktil proteini olan miyozinde bulunur. y-Karboksi glutamat,
glutamat tiirevidir. Pthtilasma faktorii protein olan protrombinde ve Ca®* baglayan diger

bazi proteinlerde  bulunur. Desmozin, doért lizin  kalintist  igermektedir.



Cizelge 2.1.3.1.2. Standart amino asitlerin 6zellikleri ve siniflandirilmasi (Nelson ve

Cox 2005)
Amino asit pK; pPK; PKr pl Hidropati | Proteindeki
(-COOH) | (-NH3") | (R grubu) indeksi® | Miktar
(%)”
Polar olmayan alifatik R gruplari iceren amino asitler
Glisin 2,34 9,60 5,97 -0,4 7,2
Alanin 2,34 9,69 6,01 1,8 7,8
Valin 2,32 9,62 5,97 4,2 6,6
Losin 2,36 9,60 5,98 38 91
[zolosin 2,36 9,68 6,02 4,5 53
Metiyonin 2,28 9,21 5,74 19 2,3
Aromatik R gruplari iceren amino asitler
Fenilalanin 1,83 9,13 5,48 2,8 3,9
Tirozin 2,20 9,11 10,07 5,66 -1,3 3,2
Triptofan 2,38 9,39 5,89 -0,9 14
Polar ve yiiksiiz R gruplari iceren amino asitler
Serin 2,21 9,15 5,68 -0,8 6,8
Prolin 1,99 10,96 6,48 1,6 5,2
Treonin 2,11 9,62 5,87 -0,7 59
Sistein 1,96 10,28 8,18 5,07 2,5 19
Asparajin 2,02 8,80 5,41 -3,5 4.3
Glutamin 2,17 9,13 5,65 -3,5 4,2
Pozitif yiiklii R gruplar iceren amino asitler
Lizin 2,18 8,85 10,53 9,74 -3,9 5.9
Histidin 182 9,17 6,00 7,59 -3,2 2,3
Arjinin 2,17 9,04 12,48 10,76 -4,5 5,1
Negatif yiiklii R gruplari iceren amino asitler
Aspartat 1,88 9,60 3,65 2,77 -35 53
Glutamat 2,19 9,67 3,25 3,22 -35 6,3

(a: R gruplarmin hidrofilik veya hidrofobikligini birlestiren 6l¢iit; bir amino asidin sulu ¢evrede
(- degerler) veya hidrofobik ¢evrede (+ degerler) egiliminin 6l¢iilmesi i¢in kullanilabilir.
b: 1150 proteindeki ortalama miktarlari)



2.2. Cahismada Kullanilan Ligantlar
2.2.1. L-Triptofan

Sistematik adi (S)-2-Amino-3-(1H-indol-3-yl)-propiyonik asittir. Kisaca Trp ve W
seklinde gosterilir (Sekil 2.2.1.1). Kimyasal formiili: C;;H;,N,O,’dir.

Beyaz ve kristal halde olup molekiil kiitlesi 204,22 g/mol’diir. Iyonlasma (asitlik)
sabitleri 25°C’de pKa 2,38 ve pKa 9,39°dur. Izoelektrik noktast pK,=5,88 ve

yogunlugu 1,34 g/cms’tiir. Hizl1 1s1tma sonucu 289°C’de erir ve bozunmaya ugrar. Suda
¢Oziiniirligli ¢ok azdir. UV’de 278 ve 286 nm’de (sulu asit ¢ozeltisinde) maksimum
absorbsiyon verir. 280 nm dalga boyunda molar sogurma katsayist yiiksek olan bir

amino asittir.

Indol halkas: iceren apolar bir aminoasittir. Piriivat ve asetil KoA {izerinden yikilr.
Yapisindaki indol halkasi bazi bilesiklarin yapisina katilir. Bu bilesikler; seratonin ve
melatonindir. Karacigerde triptofanin yikimiyla nikotinik asit sentezlenir. Bitkiler ve

bazi mikroorganizmalar, sikimik asit ve antranilik asitten triptofan1 sentezleyebilirler.

Sekil 2.2.1.1. Triptofanin ti¢ boyutlu ve agik yapisi

2.2.2. Fenantrolin tiirevleri

Metal atomuna azot atomu lizerindeki ortaklanmamis elektron ¢iftinden koordine olan

ligantlar “N-verici” ligantlar olarak adlandirilir. Azot verici atomu igeren aromatik



ligantlar, periyodik tablodaki biitiin metallerle kolayca tepkimeye girdikleri igin
koordinasyon kimyasinda yaygin olarak kullanilirlar. Spektrokimyasal seride piridin,
bipiridin ve 1,10-fenantrolin kuvvetli alan ligantlar1 olduklart i¢in, ¢ogunlukla diigiik
oksidasyon basamagina sahip metal iyonlartyla kararli kompleksler olustururlar (Sekil
2.2.2.1).

L=

€q

A
Ao I'<Br<&*<SCN =CI< NO; < F<OH < ox” ¢

— e (20 < H,0 <NCS < CHsCN <NHs; =en < B

Zayif Alan Ligandi
Yiksek Spin Kompleksi
<Phen =NO, < PR3 < CN=CO

!L

tag

Kuwvetli Alan Ligandi
Disik Spin Kompleksi

Sekil 2.2.2.1. Spektrokimyasal seri

Ayrica, 1,10-fenantrolin ve tiirevleri Cu(II), Cu(I), Pt(II), Cd(II), Fe(II) gibi gegis metal
iyonlar1 ile renkli koordinasyon bilesikleri olusturular. Renklilik, ge¢is metallerinin d
orbitallerindeki elektronlarin d-d elektron gegislerinden veya yiik transfer gegislerinden
kaynaklanir. Elektron gecisleriyle ilgili enerjinin, elektromanyetik spektrumunun
goriiniir bolgesine (720-400) denk gelmesi durumunda bilesikler belli bir renkte
gortiniirler. Elektron gecisleri iki sekilde meydana gelmektedir; birincisi, metalin d
orbitalindeki bir elektron yine metalin diger bir d orbitaline geger. Bu tarz gegislere d-d
gecisi denilir. d-d gegislerinde, atomdan atoma elektron gocii s6z konusu degildir. ikinci
tiir elektron gecislerine yiik trasfer gecisi denilir. Bu gecisler iki sekilde meydana gelir:
metal agirlikli bir orbitalden ligant agirlikli bir orbitale (M—L) elektron gegisi veya
ligant agirlikli bir orbitalden metal agirlikli bir orbitale (L—M) elekton gegisi olur.
Sonugta, d-d gegisleri soluk renklere, yiik transfer gecisleri ise belirgin renklere sebep

olmaktadirlar (Tunali ve ark. 1999).
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Ayrica, N-verici atomu olan aromatik ligantlarla kararli koordinasyon bilesikleri
meydana getirebilen ge¢is metalleri ¢ok farkli oksidasyon basamaklar1 sergileyebilirler.
Genis bir oksidasyon basamagi araligina sahip olmalari, bunlarin ¢ogu kati
bilesiklerinin ilging elektronik &zelliklerini, katalitik etkilerini ve biyokimyasal

sistemlerdeki duyarli ve oldukga farkli rollerini aciklar (Shriver ve ark. 1999).

Son zamanlarda 1,10-fenantrolin ve tiirevlerinin 6nem kazanmasinin nedeni, bunlarin
metal iyonlartyla olusturduklari komplekslerin DNA ile olan etkilesimlerinin bir sonucu
olarak antikanser ve anti-HIV ajanlar1 olarak kemoterapide kullanilmalaridir (Alessino
ve ark. 1997).

1,10-fenantrolin ve tiirevleri segici olarak metal iyonlar1 ile kompleks olusturduklar
icin, kimyasal sensor olarak atik sulardan zehirli ya da radyoaktif metal iyonlarinin
secici bir sekilde uzaklastirilmasinda membran transportu olarak, radyoizotoplarin
immobilizasyonunda ise faz transfer katalizorii olarak kullanilirlar. Ayrica, metallo-
enzimler i¢in model sistem olurlar ve kii¢iik molekiilleri; O,, CO, CO,, N,, aktif hale
getirirler (Frank ve ark. 1994).

2.3. Metal Iyonlariin Sulu Cézeltideki Davramislar

Metal bilesikleri, suda ¢oziindiikleri zaman iyonlarina ayrisirlar. Metal iyonlarinin
yiikleri ile biiytikliikleri diislintildiigiinde, ¢cozeltide serbest bir halde bulunamayacaklari
goriilmektedir. Bu iyonlar, ¢ozeltide ortaklanmamis elektron ¢ifti bulunan karsit iyon ve
iyonlar ile birlikte bulunurlar. Genellikle ¢oziiciiler elektron verici Ozellige sahiptir.
Eger metal iyonlar1 ¢6ziicli tarafindan solvatize bir halde ise “solva kompleksleri”,

¢Oziicii su ise “aqua kompleksleri” meydana gelir (Cotton ve ark. 1988).

Metal iyonlarindan sulu c¢ozeltide kompleks olusumu, bu metal iyonunun aqua
kompleksinden su molekiillerinin uzaklagtirilarak, yerine istenilen ligandin gelmesi
seklinde gerceklesir. Bu sebeple, sulu ¢ozeltide kompleks iyonlarinin olusumunu ve
bunlarin kararliligin1 anlayabilmek i¢in dncelikle aqua iyonlarinin incelenmesi gerekir.

Tek uglu bir ligant olan su, ortaklanmamis elektron ciftlerine sahip oksijeni metal

iyonuna dogru yonlendirir ve onu g¢evreleyerek aqua iyon, [M(HzO)n]m+ olusturur. Bir
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metal iyonu [M(HzO)n]m+ tirinde bir aqua iyon olusturdugunda baglanan su
molekiillerinin sayisi o metalin maksimum koordinasyon sayisina (n) esittir (Cotton ve
ark. 1988). Metal iyonu pozitif yiikli oldugu i¢in su molekiiliiniin elektronlarini
kendisine ¢eker. Bunun sonucunda, O-H bag1 zayiflar ve proton metal iyonu tarafindan
itilir ve su molekiiliinden bir protonun kopmasina neden olur. Bunun sonucunda metal
¢ozeltisinin asitligi yiikselir. Metal iyonunun yiikii ne kadar biiytikse, etkin iyon yarigapi
ne kadar kiigiikse elektronlar1 gekme ve protonu itme kuvveti o kadar biiyiik olur kisaca
hidroliz kolaylasir. Genel olarak hidroliz tepkimesi (2.3-1) esitligi ile verilir (Cotton ve
ark. 1988).

Kh1
[M(H,0),]™* &= [M(Hz0)x1(OH)]""* + H* (2.3-1)

(2.3-1) tepkimesinin hidroliz denge sabiti, K, ise (2.3-2) esitligi ile verilir.

[[M(H;0)x-1(OH)]"*][H ]
[[M(H20)+]™"]

Kpy = (2.3-2)

2.4. Kompleks Denge Sabitlerinin Tiirleri

Kiitlelerin tesiri kanunu, her bir tersinir kimyasal tepkimede, tepkimeye girenlerle
tepkimede olusanlarin arasindaki aktifliklerin iliskisini inceler. Denge halinde olan bir
kompleks olusum tepkimesinin (2.4-1) gerceklestigi bir karisimda; belli sicaklikta
tiriinlerin aktifliklerinin tepkimeye girenlerin aktifliklerine orani bu tepkimenin denge

sabitidir (Termodinamik denge sabiti).

M+L &= ML (2.4-1)

(2.4-1) denge tepkimesinde M metal iyonunu, L ise ligand1 ifade eder. Kiitlelerin tesiri
kanununa gore (2.4-1) denge tepkimesinin denge sabiti, derisimlerin bir fonksiyonu

olarak (2.4-2) esitligi ile verilir (Stokiyometrik denge sabiti).

K= [ML] 2.4-2
= IMILL] (24-2)
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Sulu ¢ozeltide M metal iyonu ile tek disli L ligandi var ise ve yalnizca suda ¢oziinen mono-

niikleer bilesikler olusuyorsa dengedeki sistem (2.4-3, 2.4-4 ve 2.4-5) esitlikleri ile

belirlenir.
M+L+= ML (2.4-3)
ML + L & ML, (2.4-4)
MLy1+ L& MLy (2.4-5)

Buradaki, denge sabitleri komplekslerin kararliligini belirtir ve “basamak kararlilik
sabiti” seklinde adlandirilir. Bu denge sabitleri N adet olabilir ve N sayis1 metal igin
maksimum koordinasyon sayisidir. Ayni metal iyonu i¢in maksimum koordinasyon

sayisi olan N; liganttan liganda farklilik gosterir.

Denge iliskilerini belirlemede kullanilan bir diger metod ise “toplam kararlilik sabiti”

dir. Koordinasyon bilesiginin birden fazla basamakta olusumunu ve kararliligin

gosteren bu sabitler K¢1, Kep, ... Ksy seklinde gosterilebilir (2.4-6, 2.4-7 ve 2.4-8).

M+L= ML (2.4-6)
M+ 2L = ML, (2.4-7)
M + NL = MLy (2.4-8)

Kompleksin olusum dengeleri incelendiginde K; ile Ky arasinda bir iligkinin oldugu

gorilir. Bu iliski (2.4-9) esitligi ile verilebilir.

Ksi = K1.Ko.Ka...Kn = [TV, Ki (2.4-9)

Koordinasyon bilesiginin yer aldig1 denge tepkimesinde kiitlenin tesiri kanunu, ancak
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stokiyometrik ve termodinamik denge sabiti esitliklerinde derisimlerin yerine aktiflikler

yerlestirildiginde gecerlidir (Beck ve Nagypal 1990). Bir tiiriin aktivitesi (ax) ve onun

molar derigimi (cy)’in arasindaki bagmnti (2.4-10) esitligi ile verilir.

ay = fy.Cx (2.4-10)

(2.4-10) esitliginde fy “aktivite katsayisi” diye isimlendirilir. X’in aktivitesi, bir
¢ozeltinin iyonik siddetine gore degisir. Iyonik siddet () ise (2.4-11) esitligi ile ifade

edilir.
=% cz’ (2.4-11)

Esitlikteki; c¢j ¢ozeltideki farkli iyonlarin molar derisimini belirtirken, z; bu iyonlarin
yiiklerini belirtmektedir. Iyonik siddetin hesaplanmasinda, c¢ozeltideki reaktiflik

yalnizca bir tiir i¢in degil tiim iyonik tiirler i¢in goz dniine alinir.
Aktivite katsayillarinin ozellikleri:

1) Bir tiiriin aktivite katsayist olan fy; dengedeki tiirlerin dengeyi etkileme etkinliginin
bir dlgiistidiir (Skoog 1998). Fazla seyreltik ¢ozeltilerde iyonik siddette ¢ok kiictliktiir ve
iyonlar birbirlerinden yeteri kadar uzakta oldugu i¢in birbirlerinin davranigini etkilemez.
Bir iyonun denge durumuna etkisi, onun yalnizca molar derisimine baghdir, diger
iyonlara bagli degildir. Bu kosullar altinda, aktivite katsayist fx 1’dir ve bu tiirlin
derisimi [x] ile aktivitesi (ay) birbirine esittir. Iyonik siddet arttik¢a, her bir iyonun
davranist komsu iyonlardan etkilenir ve kimyasal denge konumunu degistirecek
bigimde iyonun etkinliginde azalma olur. Bu sebeple iyonun aktivite katsayisi 1’den
daha kii¢iik olur. Yiiksek iyonik siddetlerde, bazi tiirler i¢in aktivite katsayisi artar ve
hatta 1°den bile biiyiik olur. Bu tarz ¢ozeltilerin davraniglarinit yorumlamak zordur.

2) Seyreltik ¢ozeltilerde, verilen bir tiir i¢in aktivite katsayisi elektrolitin tiirline bagimli
degildir, yalnizca iyonik siddete baghdir.

3) Verilen iyonik siddet igin bir iyonun aktivite katsayisi tiirlerin yiikii arttikga birden
daha fazla sapar. Yiiksiiz bir molekiiliin aktivite katsayisi, iyonik siddet ne olursa olsun

yaklagik olarak 1’dir.
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4) Verilen iyonik siddet i¢in ayni yiike sahip iyonlarin aktivite katsayilari hemen hemen
aymidir. Kii¢iik farklar ise, hidratlagsmis iyonlarin etkin ¢aplariyla alakalidir.
5) Belli bir iyonun aktivite katsayisi ile molar derisiminin ¢arpimi, iyonun yer aldigi

biitiin dengedeki etkin davranisini belirler.

1923’te P. Debye ile E. Hiickel, iyonlarin aktivite katsayilarinin hesaplanmasini

saglayan (2.4-12)’de gosterilen esitligi gelistirdiler (Skoog 1998).

0,509. Zz2. Vu
1+0,328. ay . Vi

- |ngx = (24-12)

fyx = x tiirliniin aktivite katsayisi, Zy = x tiirtiniin yiikii, p = ¢dzeltinin iyonik siddeti, o =
Angstrom tiirtinden hidratlasmis iyonun etkin ¢api, 0,509 ile 0,328 degerleri 25°C i¢in

verilen sabitlerdir.

Koordinasyon bilesiklerinin bulundugu dengelerin denge sabiti ¢alismalarinda Debye-
Hiickel esitligiyle ifade edilen iyonik siddetin sabit kalabilecegi sartlarin yukaridaki
aciklamalarin 1s18inda belirlenmesi gereklidir. Bu sartlar ise yeterli Onlemlerin
alinmasiyla “asal elektrolitin” fazla derisik cozeltilerinde var olur. Ve ilgilenilen
koordinasyon iyon ya da bilesiklerinin derisimleri asal elektrolite oranla ¢ok seyreltik

olacaktir.

Sabit iyonik ortam icin gerekli olan “asal elektrolitin” 6zellikleri sunlardir:

1) Asal elektrolitin kuvvetli elektrolit olmasi gerekir.

2) Asal elektrolitin katyonu, ligant ve koordinasyon bilesigiyle tepkimeye girmeme-
lidir.

3) Asal elektrolitin anyonu merkezdeki metal iyonu ve koordinasyon bilesigiyle tepkime
vermemelidir.

4) Asal elektrolit ve merkez iyonu ya da ligant arasinda redoks tepkimesi ger¢eklesme-
melidir.

5) Asal elektrolitin ¢ozliniirliigl fazla olmalidir.
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6) Ilgilenilen denge tepkimesinde o&lgiilen fiziksel ya da kimyasal ozellige asal

elektrolitin katkis1 ihmal edilebilir oranda olmalidir.

Asal elektrolit olarak kullanilacak baslica birkag tuz vardir; bunlarin iginde potasyum
kloriir (KCl) yukarida belirtilen ozellikleri tasiyan en elverigli tuzdur. Bu sebeple

calismalarimizda KCl1 asal elektrolit olarak kullanilmustir.
2.5. Cu(II) Iyonunun Sulu Cézelti Kimyasi

Cu(ll) iyonu, [Ar]3d® elektronik yapisindadir ve eslesmemis tek elektronu olmasi
nedeniyle koordinasyon iyon ya da bilesikleri renklidir ve paramanyetiktir.

Cu(ll) iyonu koordinasyon sayisi 4-6 arasinda degisen koordinasyon iyon ya da
bilesikleri olusturur. Iyonik yarigap degeri, koordinasyon sayist 4 oldugunda Kare

diizlem ve tetrahedral diizenlenmede 0,71 A, koordinasyon sayisi 6 oldugunda ise

bozulmus oktahedral diizenlenmede 0,87 A’dur.

Koordinasyon Sayisi Geometri
4 Tetrahedral
4 Kare Diizlem
5 Trigonal Bipramit
6 Bozulmus Oktahedral

Birgok Cu(Il) tuzu suda kolaylikla ¢oziinlir ve sulu c¢ozelti i¢inde aqua iyonu
[Cu(H,0)s]*" meydana getirir. Cu(Il) iyonuna koordine olmus alt1 su molekiiliinden
ikisi diger dort su molekiiliine oranla, Cu(Il) iyonundan daha uzakta bulunur. Sulu
ortamda farkli ligandlar H,O molekiilleriyle yer degistirebildigi igin, ¢esitli
koordinasyon iyon ya da bilesikleri meydana gelir. Ornegin; NHj3’in eklenmesiyle
[Cu(NH3)(H,0)s]* ... ve [Cu(NH5),(H,0),]*" koordinasyon iyonlar1 meydana gelir
(Cotton ve Wilkinson 1983). Cu(ll) iyonuna besinci ve altinci ligand (su molekiilleri
olsa dahi) giiclii baglanamaz. Bu degisik davranisin nedeni “Jahn-Teller Kuram1” ile
aciklanabilir. Kurama gore, dogrusal olmayan, bununla birlikte esenerjili elektronik

diizeyde bulunan bir molekiiler sistem kararsiz durumdayken simetrisini azaltabilir,
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esenerjili diizeylerin yarilmasina sebep olacak bir degisiklige ugrayarak daha diisiik
enerjili duruma gecebilir. tzge ve eg3 elektronik yapisindaki Cu(II) iyonunun kristal
alanda e, orbitallerinden birinde tek digerindeyse, iki elektron bulunacaktir. Dolayisiyla
gy orbitallerinin (dx’y? ve d;%) esenerjili durumu bozulacak ve Cu(Il) iyonu diizgiin
sekizyiizlliiniin merkezinde degil de bozulmus bir yapinin merkezinde bulunan bir iyon
gibi davranacaktir. Boyle yapilara genelde 5. ile 6. ligandin baglanmas1 kararlilig
azaltir. 5. ve 6. ligandlarin zayif baglanmasinin bir sonucu olarak basamak olusum sabiti
Ks ile Kg olduk¢a kiigliktiir. Cu(Il) iyonlarinin ¢ok farkli aminlerle olusturdugu
koordinasyon iyon ya da bilesikleri bilinmektedir. Cu(Il) iyonunun amin koordinasyon
iyon ya da bilesikleri, aqua koordinasyon iyon ya da bilesiklerinden daha koyu mavi

renktedirler (Cotton ve Wilkinson 1983).

Sulu ortamda Cu(ll) iyonu hidroliz olur ve farkli hidroliz tirtinleri meydana gelir. Cu(II)
iyonunun bir dimer olan katyonik hidroliz iiriinii, Cup(OH),?* ilk defa 1943 yilinda
Pedersen tarafindan belirtilmistir, 1956 senesinde Berecki-Biederman, 1968 yilinda
Ohtaki ve 1970 senesinde Kakihani ve arkadaslart 3,0 M’lik farkli perklorat
ortamlarinda ayni hidroliz tirlinlerini belirlemislerdir. Perrin 1960 yilinda, daha seyreltik
Cu(NOg3), c¢ozeltisinde Cu(Il) iyonunun hidroliziyle ilgili ¢aligmalar yapmistir ve
buldugu sonuclar diger arastirmacilarin sonuclariyla karsilastirildiginda, Perrin’in en

yuksek 1 degerini buldugu goriilmiistiir (Baes ve Mesmer 1986).

Cu(OH)+’in kararliligt P11, pek ¢ok arastirmaci tarafindan arastirilmistir. B11’in en
yiiksek degeri, Kakihani ve grubu tarafindan bulunmustur. Mc Dowell ve Johnston 1936
yilinda 0,04 ve 8,00 M arasinda degisen potasyum hidroksit ¢ozeltisi iginde CuO
miktarini  arttirarak yaptiklart calismalarda, Cu(OH); ile Cu(OH),* iyonlarinin
meydana geldigini ifade etmislerdir (Baes ve Mesmer 1986).

pH’m 8 ile 12 arasinda oldugu cok seyreltik ¢ozeltilerde, Cu(OH)*, Cu,(OH),** ve

Cu(OH); onemliyken, ¢ok ¢ok bazik ¢ozeltilerde Cu(OH)42' iyonunun varligi

gozlenmistir (Baes ve Mesmer 1986).
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Cu(ll) iyonunun sulu ¢ozeltideki hidrokso bilesiklerinin olusumlarina ait denge

tepkimeleri asagidaki esitliklerde verilmistir.

Cu™ + H,O & Cu(OH)" + H* (B11) (2.5-1)
Cu* +2H,0 & Cu(OH); + 2H* (B12) (2.5-2)
2CU%" + 2H,0 = Cuy(OH)*" + 2H" (B2.2) (2.5-3)
Cu* +3H,0 ¥ Cu(OH); + 3H" (B13) (2.5-4)
Cu”* +4H,0 & Cu(OH),* + 4H* (Ba4) (2.5-5)
mM% +nH,0 = (Mu(OH))@™™ + nH*  (Bn) (2.5-6)

B — [((Mpy, (OH), )(zm"“)+] [H+]n
mn [M2+]m

(2.5-7)

Genel olarak hidroliz tepkimeleri (2.5-6) tepkimesinde gosterildigi sekilde yazildigi igin
Ek-7’deki ¢izelge bu gosterim esasina uygun diizenlenmistir ve hidroliz sabitleri

verilmistir.

2.6. Kansik Ligant Metal Kompleksleri

Biyolojik sistemlerde bulunan Na, K, Mg, Ca, Mn, Fe, Co, Cu, Zn ve Mo gibi metal
iyonlartyla kompleks olusturmak iizere potansiyel ligandlarin milyonlarcasi birbirleri ile
yaristigr igin biyolojik ortamlarda genelde karisik ligand kompleksleri bulunur
(Williams 1971). Karisik ligand kompleksleri; membranlar i¢inde aktif maddelerin

taginmasi ayrica saklanmasinda etkilidirler. Bu olay, biiylik oranda ligandin tiiriine ve
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ortamdaki metal iyonunun yapisina baglidir. Bu sebepten, metal kompleksleri
biyokimyanin temel bir konusu olarak karsimiza ¢ikar. Buna karsin proteinler ve
olusturduklar1 karigik ligand kompleksleri hakkinda oldukg¢a az bilgi mevcuttur (Sigel
1973).

Bu c¢alismada, karisik ligand kompleksleri, iki disli olarak metal iyonuna koordine
olabilen bir A ligand1 ve bir B ligandinin, ayn1 metal iyonuna koordinasyonu sonucunda
olusan kompleksi ifade eder. Bir metal iyonu ile A ve B ligandlar arasindaki etkilesim
hakkindaki kantitatif bilgi, asagida verilen reaksiyona gore olusan MpAqBHs seklindeki

tiirlerinin denge sabiti (olusum sabiti) (2.6-1) ve (2.6-2) esitlikleri ile gosterilebilir.

PM +gA +rB+sH = MyAB/Hs (2.6-1)

Bogrs = [MpABHs] / [M]° [A]* [B] [H]® (2.6-2)

Esitliklerde [M], [H], [A], [B] serbest haldeki bilesenlerin denge derisimidir. s
parametresi, A ve B ligandlarindan iyonlasabilecek protonlarin sayisi olup metal iyonu
bulunmadiginda iyonlasabilen protonlarin maksimum sayisindan fazla oldugunda,
negatif olabilen bir parametredir. Burada belirtilen denge sabitinin belirlenmesinde,
diger fizikokimyasal yontemlere gére genelde potansiyometrik yontem daha fazla tercih

edilmektedir.
2.7. Karisik Ligant Kompleks Olusumunu Etkileyen Faktorler

Cogunlukla, bir metal iyonuyla A ve B ligandlarini bulunduran bir ¢ézeltide meydana

gelen karigik ligant komplekslerinin sayisinin teorik olarak yiliksek olmasi beklenir.

Sigel, reaksiyona giren tiirler (ikili kompleksler) farkli geometrik yapida oldugu zaman,
karisik ligant komplekslerinin ¢ogunlukla olusmadigini belirtmistir (Sigel, 1973).
Karigik ligand komplekslerinin olugsmamasina bazen, ikili kompleksin konjugasyon

etkileri (Kuhn 1948) ya da selat olusumu (Sigel ve ark. 1971) sebebiyle kararliliginin
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yiiksek olmasi gibi sebepler gosterilmektedir. Bu gibi agik fiziksel faktorlerin etkili
olmadig1 durumlar icin, elde edilen deneysel verilerden birtakim deneysel prensipler
aciga cikmaya baglamistir. Ligand alan kuvvetinin bir fonksiyonu olarak ligandlarin bag
enerji diyagramlari, ligandlarin herhangi bir ¢iftinin karisik bir kompleks olusturabilen
bir gecis metaliyle yalnizca yiliksek spin ya da yalmizca diisiik spin komplekslerini
olusturmasi ile alakalidir (Martell ve Nacock 1996). Bir metal iyonu bir ligand ile
yiiksek spin kompleksi, diger ligand ile diisiik spin kompleksi olusturdugu zaman ise
karisik ligand kompleksi elde etmek cogunlukla zordur. Bdyle bir durumda, metale
koordine olan ligandin her biri ayr1 ayr1 iki kompleks olusturma egilimindedir (Sigel

1973).

Diger bir teoriye gore, karisik ligand komplekslerinin meydana gelisi, metal ile
ligandlar arasinda olusmus baglarin tipine baglhdir. Koordinasyon bilesiklerinde o-
baginin etkisinin iyonik komplekslerdeki elektrostatik etkiler ile ayni yonde oldugu
kabul edilmistir. Diger taraftan, n- bagi olusturan ligandlar, merkez iyonundan ligandin
bos m- orbitallerine geri baglanmaya izin verirler. Bu baglanma, merkez iyon etrafindaki
elektron derisimini diigiiriir ve bu sebeple, c- bagi yapan ligandlara karsi bir etki
gosterir. Eger, ligandlarin her ikisi de o- ve m- bagi yapiyorsa karisik ligand
kompleksleri olusur. Ama n- bag1 yapan ligandlar n- bag1 yapmayan ligandlar1 disarida

birakma egilimi gosterir ve bunun gibi kompleksler kararsizdirlar (Sigel 1973).

2.8. Karisik Ligant Komplekslerinin Kararlihigin1 Etkileyen Faktorler

MpAqBrHs karisik ligand kompleksinin basamak kararlilik sabitiyle ikili komplekslerin

kararlilik sabitini karsilastirmak miimkiindiir. B ligandinin, metal iyonuna (M) ve metal

kompleksine (MA) koordinasyonu (2.8-1) ve (2.8-2) esitlikleri ile gosterilir.

M+B = MB Kue = [MB] / [M][B] (2.8-1)

MA + B & MAB Kwas = [MAB] / [MA][B] (2.8-2)

Ikili ve karigik ligand komplekslerinin kararliliklari arasindaki fark, karisik ligand

komplekslerinin olusum egilimini karakterize etmek igin iyi bir yoldur (2.8-3).
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AlogK = logKMap — logKMs = logKME, — logKM, (2.8-3)

Karisik ligand komplekslerinin olusumu ve kararlilig1 incelenirken bir¢ok parametre de

g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bu parametreleri kisaca asagidaki gibi siralayabiliriz.

a) Coziiciiniin etkisi: Sigel ve McCormik, baziklikteki degisimlerin, komplekslerin
kararliligindaki degisimle uyum iginde oldugunu ifade etmislerdir (Sigel ve McCormik,
1970). Coziiciliniin polarliginin diismesiyle azot verici ligandlarin kararliligi azalmakta,
oksijen verici ligandlarin kararlilig1 ise yiikselmektedir (Sigel 1973).

b) Iyonik siddetin etkisi: Eger, ikili ve karisik ligand kompleksleri esit yiikler
tasiyorsa, kararlilik iyonik siddet ile artar. Buna karsin, karisik ligand kompleks
olusumunda bir yiik degisimi meydana geliyorsa iyonik siddetin artmasi, karisik ligand
kompleksinin kararliligini ciddi sekilde azaltir (Nasanen ve ark. 1962, Sigel 1973).

¢) Metal iyonunun elektronik yapisinin etkisi: Geg¢is metal iyonlarinin koordinasyon
iyon ve bilesikleri olusturma egilimleri, belli bir kararlilik sirasiyla tanimlanir. Bu
siralamalar i¢inde en 6nemlisi Irving-Williams (1948-1949) serisidir (Beck ve Nagypal
1990). Irving-Williams serisi N ve O verici atomlarina sahip ligandlar ile 3d gegis metal
iyonlarinin koordinasyon iyon ve bilesiklerini kapsar. Metal iyon komplekslerinin
kararlilig1 i¢in yapilan bu sira (Mn®* < Fe?* < Co?* < Ni** < Cu?* > Zn*") metallerin
iyonik yarigap ve ikinci iyonlasma potansiyellerine gore belirlenmistir. Bu seri yalnizca
yiiksek spin kompleksleri icin gecerlidir. Genelde diisiik spin kompleksleri arasinda
Irving-Williams serisinden sapmalar olur (Beck ve Nagypal 1990).

d) Ligantlarin etkilesimi: Ayni merkez metal iyonu fiizerinde koordine olmus
ligandlarin etkilesimi de karisik ligand kompleks olusumunu 6nemli Slgiide etkiler.
MAB karisik ligand kompleksinin kararliligina bakilirken, A ve B ligandlar1 arasindaki
bag olusumunun etkisinin de dikkatlice incelenmesi gerekir.

e) Istatistiksel faktorler: Istatiksel faktorler; ilk kez Bjerrum (1957) tarafindan
tanimlanmig, Watters ve Dewitt tarafindan kanisik ligand kompleksleri igin

gelistirilmistir (Watters 1959, Watters ve Dewitt 1960). Watters’a gore, A ve B

ligandlarinin derigimi esitse, ilk ligand A’nin baglanma olasihigi 2’ dir. MAj
kompleksinin olabilirligi ise, 2.72."2= 1/8 dir. Bu iliski MA;Bs kompleksi i¢in genelles-
tirilebilir (Sharma ve Schubert 1969).
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logBirso (hesap.) = 10gS + [ (r/ (r+9)). logBag+rsyoo] + [ (1 / (r+9)). logBio(r+s)o] (2.8-4)

Burada S, istatistiksel bir faktor olup asagidaki esitlikle gosterilebilir.

__ (r+s)!
= (2.8-5)
Diger yandan;
Aqrs0 = logB1so(deneysel) - 10881150 (hesaplanan) (2.8-6)

Esitliginde A1rsg cogunlukla pozitiftir ve istatistiksel etkilerin diizenlenmesinden sonra
karisik ligand komplekslerinin kararliliginin artmasimin ya da artmamasinin bir

Olctisiinii gosterir.

2.9. Serbest Enerji ve Denge Sabiti

Kimyasal termodinamik, kimyasal sistemlerde enerji iliskilerini inceler ve temodinamik
dengeyi belirleyen esitliklerinin tiiretilmesinde ve ayni zamanda denge sabitlerinin

tahmin edilmesinde kullanilmaktadir.

Kimyasal dengelerde, denge verileri; asagidaki esitlik (2.9-1) ile tanimlanan ve Gibbs

Serbest Enerjisi (G) diye adlandirilan termodinamik fonksiyona gore belirlenmektedir.
G=H-TS (2.9-1)

(2.9-1) esitliginde H; entalpi, T; mutlak sicaklik ve S entropi degeridir. Bir denge

sisteminde, sabit sicaklikta ve basing altinda o sistemin serbest enerjisi minimumdur.

Bir maddenin serbest enerjisi aktifligin bir fonksiyonu olarak asagidaki esitlikle verilir.

Ga=Ga° +RT |n{A} (29-2)
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Esitlik (2.9-2)’deki R; gaz sabiti (8,3145 j.mol™.derece™), T; mutlak sicaklik ve In{A};
tirlerin aktiflikleri oraninin dogal logaritmasidir. Ga° sabiti; A maddesinin standart
sartlarda karakteristik bir 6zelligidir ve standart serbest enerji diye isimlendirilir. Ga ise;
birim aktifligi temel alan hipotetik standart durumunda, o maddenin serbest enerjisi

olarak adlandirilir.

aA+bB = cC+dD (2.9-3)

(2.9-3) denge tepkimesi i¢in standart serbest enerji degisimi, tepkimeye giren
maddelerinin standart serbest enerjilerinin, iriinlerinkinden ¢ikarilmasiyla belirlenir

(2.9-4).
AG® = cGc°® + dGp° — (aGa°® + bGg®) (2.9-4)

(2.9-2) esitligi kullanilarak (2.9-3) denge tepkimesi igin serbest enerji degisimi

asagidaki esitlikle verilir.

{C}<. {D}

AG = AG° + RT In———
{A}e.{B}®

(2.9 - 5)

Eger bir tepkime i¢in AG negatifse, bu tepkime kendiliginden olusur. AG pozitif ise,
geriye dogru reaksiyon kendiliginden meydana gelir. AG = 0 ise, sistem dengededir ve

esitlik (2.9-5)’ de aktiflikleri orani sadece denge sabitini belirtir.
Bu sebeple (2.9-5) esitliginden, (2.9-6) esitligi elde edilir.

AG° = -RT InK (2.9-6)
Oda sicakliginda (25°C = 298K), genelde logaritmasi kullanilir. Eger biz;

AG® = -5,706 log;oK (2.9-7)

olarak verirsek AG®; mol bagina kilojoule olarak hesaplanir.
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2.10. Kararhlik Sabitinin Sicaklikla Degisimi

Sicaklik degisiminin kararlilik sabitine etkisini tanimlayan termodinamik esitlikler

asagidaki gibi yazilabilir.
AG° = -RT InK = AH° — TAS® (2.10-1)
Esitligin her iki tarafi -RT’ye boliiniirse;

—AH° N AS°
RT R

InK = (210-2)

bagintisi elde edilir. AH® ve AS° sabit kabul edilirse, (2.10-2) esitligi; egimi -AH°/R ve
kesim noktas1 AS°/R olan bir dogru denklemidir. Kararlilik sabiti ve sicaklik arasinda

ters orant1 oldugu goriiliir.

Esitlik (2.10-2)’den de anlasilacagi gibi koordinasyon iyon ya da bilesigi olusumuna
eslik eden entropi ve entalpi degisimleri, sabitlerin sicakliga bagimliligina bakilarak
saptanir ve sabitlerin sicakliga bagimliligi, entalpi degisiminin eslik etmesiyle yiirttiiliir.
Buna gore, AG’nin ¢dziime ulastirilmasina etki eden AH ve AS’ nin de i¢inde oldugu

tiim faktorler, sicakliga bagli sabitlerin belirlenmesinde etkilidir.

AH degerinin hesaplanabilmesi i¢in kalorimetrik ol¢limler veya bunun yerine ¢esitli
sicakliklarda denge sabitlerinin saptanmasi gereklidir. Bunlardan kalorimetride
cogunlukla elde edilen sonuclar daha dogrudur. “Sicaklik katsayist” ile AH’mn

belirlenmesi metodu oldukga hassastir ve deneysel hata verebilir.
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Molarite biriminde belirtilen derisim, sicakliga baglidir ve ¢oziicliye 1s1 iletilmesiyle AH
degerinde degisiklik meydana gelmesi olasidir. Bu sebeple denge sabiti degerleri, genis
bir sicaklik araliginda molalite derisim biriminde belirlenmelidir. AH ve dolayisiyla
(AG)p degerinin sicaklia bagimli olarak belirlenebilmesi igin gerekli kosullarin
saglanmasi halinde “sicaklik katsayisi” yontemi ile kalorimetri yontemine oranla daha

genis bilgiler elde edilebilir.

2.11. DNA file Ilgili i1k Calismalar

DNA’nin hiicre ¢ekirdegindeki varligi 1869 yilinda Friedrich Miescher tarafindan
belirlenmis ve ilk DNA materyelini hastane sargilarindaki cerahatten izole ettigi
lenfositlerden elde etmistir. Miescher, ilk saf DNA’y1 ise somon balig1 spermasindan
saflagtirmistir. “Niiklein” olarak isimlendirdigi bu asidik madde ile kalitim arasindaki
iliski hentiz bilinmiyordu. 1920’lere gelindiginde biyokimyaci1 Phoebus A. Levene,
DNA’nin kimyasal yapisinda bulunan molekiillerin neler oldugunu belirledi. DNA ile
kalitim arasindaki iligki, ancak 1940’lardan sonra, Griffith, Avery, Mc Leod, Mc Carty,
Hershey ve Chase gibi arastirmacilar tarafindan agiga ¢ikarilmistir. 1949-1953 yillari
arasinda Erwin Chargaff DNA’daki dort kimyasal bilesikten (adenin:A, timin:T,
guanin:G, sitozin:S) A sayisinin T sayisina, G sayisinin da C sayisina esit oldugunu
kromatografik yontemlerle saptadi. Franklin ve Wilkins’in X-igin1 difraksiyonu
analizleri ise DNA’nin helezoni bir yap1 gosterdigini ortaya koydu. 1953 yilinda,
Watson ve Crick adli arastirmacilarin DNA’nin ¢ift sarmal yapisini kesin bir sekilde
aydinlatmalart bu konuda bir donliim noktasi oldu ve bu bulus arastirmacilara Nobel

odiilii kazandirdi (Tozar 1993).

2.11.1. Niikleik asitler ve DNA

Niikleik asitler; tiim canli hiicrelerde ve viriislerde bulunan, niikleotit adi verilen
birimlerden olusmus polimerlerdir. Bu polimerleri olusturan niikleotit birimlerinin ise

her biri {i¢ boliimden olusur.

1) Azotlu heterosiklik bir baz ((piirin: adenin;A ve guanin;G) - (pirimidin: timin;T,

sitozin;C ve urasil;U))
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2) Bes karbonlu (pentoz) bir seker
3) Bir fosfat grubu

Niikleotit

Ester bagi

Fosfat gurubu

Organik haz

5 karbonlu geker

Niikleozit

Sekil 2.11.1.1. Niikleotitin agik yapis1

Piirinlerin 9 veya pirimidinlerin 1 nolu N atomunun, bir riboz ya da deoksiriboz
sekerinin 1' karbon atomuna baglanmasiyla niikleozit meydana gelir. Niikleozitin
yapisindaki sekerin 3' veya 5' karbonlarina bagli —OH gruplarn ile fosfat gruplarinin
baglanmas1 sonucunda ise niikleotitler olusur. Niikleik asitler tek bir zincirden
olusabildikleri gibi birbirine sarilmuis iki zincirden de olusabilirler. Spiral bir merdiven
goriinlimiine sahip bu yapiya ¢ift sarmal denir. Cift sarmalli bir niikleik asitteki iki
zincir karsilikli bazlar arasinda olusmus hidrojen baglari ile birbirine baghdir. Niikleik
asit zincirindeki seker ve fosfat gruplari degisimli olarak birbirine bagldir, oksijen

atomlarinin paylasilmasiyla olusan bu baglara fosfodiester bagi denir.

Sekil 2.11.1.2. Niikleik asiti olusturan kisimlar
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Niikleik asitler, DNA (deoksiriboniikleik asit) ve RNA (riboniikleik asit) olmak {izere
iki sinifa ayrilir. DNA ve RNA her ikisi de fosfat grubu igerir, ancak igerdikleri azotlu
bazlarda ve seker yapisinda farklilik vardir. DNA, deoksiriboz seker ve A, G, C, T
bazlarini, RNA ise riboz seker ve A, G, C, U bazlarini igerir. DNA ¢ift sarmalli RNA

ise, genelde tek sarmal yapiya sahiptir.

Sitosin . Sitosin .
NH, = Organik baz NH,
| =
E\h FN
A, o
H H
Guanin . Guanin .
o (0}
” A~ NH . P=NH
1 N
1§ \ /)"'\"'- 4\ /}"N-{
N N SN
) Baz cifti H
Adenin Adenin
HN E] HN @
o o
I\ 7 I\ 7
\N N (N —N
H ¥
Urasil [ Timin [ |
o (o}
/ H.C
NH NH
E‘\) o $eker - Fosfat Seker - Fosfat N/l:: o
H sarmal sarmali H

RNA DNA

Sekil 2.11.1.3. DNA ve RNA’nin yapisi

Erwing Chargaff 1949-1951 yillarinda niikleik asitlerde piirin ve pirimidin bazlarinin
diizeni ile ilgili calismalar yapti. Calismasinda, bazlarin diizenini baz-eslesme kurali ile

agikladi.

1) Adenin miktar1 timin miktarina esittir. (A=T)
2) Guanin miktari sitozin miktarina esittir. (G=C)

3) Piirin bazlar1 toplami pirimidin bazlar toplamina esittir. (G+A=C+T)

2.11.2. DNA’nin termal denatiirasyonu

Pek ¢ok kimyasal madde niikleik asitleri denatiirasyona ugratabilir. Isitma islemi de

DNA’nin hidrojen baglarinin bulundugu ¢ift sarmal yapisinin bozulmasina sebep olur.
DNA isitildiginda, sarmal yapinin yarisinin kayboldugu sicaklik erime sicakligi (Tp,)

olarak adlandirilir. Sarmal yapinin bozulmasi, DNA’nin karakteristik absorbansinda
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(260 nm’de) ylikselmeye neden olur. Ty, sarmalin kararliligi hakkinda 6nemli bir dl¢giim
parametresidir. Ciinkii Ty, Guanin-Sitozin (G, C) baz g¢ifti oranina baglidir. DNA
molekiilii ne kadar ¢ok Guanin-Sitozin baz ¢ifti iceriyorsa iki ipligin ayrilmasi i¢in
gereken enerji de o kadar fazla olmaktadir. Ty, Guanin-Sitozin baz ¢ifti igeriginin her
%1°’lik artisinda yaklasik olarak 0,4°C artmaktadir. Fizyolojik sartlarda, cozeltide
bulunan DNA’da Ty, degeri genelde 85-95°C arasindadir (Yildirim ve ark. 2007).
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Sekil 2.11.2.1. — A, T acisindan zengin, — G, C agisindan zengin DNA’ya ait erime egrileri

2.11.3. Metal komplekslerinin DNA ile etkilesimi

Niikleik asitlerin nicel analizleri molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve tibbi tani basta
olmak tiizere daha pek ¢ok alanda biiyiik 6neme sahiptir. Niikleik asitlerin geometrileri
yani sarmal yapilari ve bosluklari, igerdikleri baz giftleri; bazi organik ve anorganik
iyonik tiirlere se¢imli olarak baglanmalarini ya da bu tiirleri yapinin igerisine almalarini
miimkiin kilar. Ozellikle niikleik asitlerin metal iyonlar1, kompleksler, kiigiik organik
molekiiller ve proteinler gibi cesitli kimyasal tiirler ile tersinir etkilesimleri; niikleik
asitlerin yapisal degisimlerinin arastirilmasi, kemoterapik ilaglarin gelistirilmesi ve

niikleik asitlerin baglanma 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilir.
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Metal kompleksleri ile DNA’nin etkilesimi DNA parcalanmasina sebep olabilir ve bu
kompleksler, DNA’nin zengin elektron yogunluguna sahip bazlarindan guanin (G)’in
N7 dondriine kovalent olarak baglanabilirler. Ayrica metal kompleksleri DNA’ya
kovalent bag ile baglanmanin yani sira kovalent olmayan, molekiiller arasi zayif
etkilesimler seklinde de baglanabilirler. Bu kovalent olmayan baglanma tiirleri;
interkalasyon, elektrostatik ve DNA c¢ift sarmal yapisinda yer alan major ve minor

oluklara baglanma tipi gibi ii¢ gruba ayrilabilir.

a) Elektrostatik dis baglanma: Elektrostatik etkilesimler DNA’nin yiklii fosfat
gruplari ile Na*, Mg?* gibi pozitif yiiklii metal iyonlarinin veya metal komplekslerinin
etkilesimiyle meydana gelir ve DNA’nin kararliligini arttirir (Anastassopoulou 2003).
Bu etkilesim fosfat gruplarinin sahip olduklari negatif yiik notralize edilerek ortadan
kaldirilabilir. DNA ile yapilan diger etkilesim tiirleri de molekiildeki fonksiyonel

gruplarin 6zelliklerine gore, elektrostatik etkilesimi biinyelerinde barindirabilirler.

b) Interkalasyon: Ozellikle diizlemsel yapida kromoforlara sahip floresan o6zellik
gosteren bilesiklerin niikleik asit baz ciftleri arasina yerlesmesiyle interkalasyon tipi
baglanma meydana gelir. interkalasyon esnasinda; DNA sarmalinda genisleme, bosluk
olusumu gibi yapisal degisiklikler meydana gelir. Interkalasyon yapabilen bilesiklere en
bilinen 6rnek ise etidyum bromiirdiir (EB). Etidyum bromiir, aromatik yapida diizlemsel

bir molekuldir.
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Sekil 2.11.3.1. DNA sarmal1 ve EB arasindaki baglanma

29



¢) Oluk baglanma: Oluk(groove) baglayicilar, gogunlukla adenin-timin (A-T) segiciligi
gosteren molekiiller olarak gruplandirilir. Proteinler, biiyiik oluk (major groove)
etkilesimlerini tercih ederken, daha kiigiik molekiiller genellikle kii¢iik oluk (minor
groove) etkilesimini tercih ederler. Interkalasyon yoluyla baglanan yapilara oranla, oluk

baglayicilar DNA’nin yapisinda belirgin, net bir degisime yol agmazlar.

Sekil 2.11.3.2. DNA sarmalinda meydana gelen major ve minor oluklar

Molekiillerin DNA ile etkilesimleri farkli teknikler kullanilarak incelenmektedir.
Bunlar; UV-Goriiniir Bolge spektrofotometresi  kullanilarak yapilan elektronik
absorpsiyon titrasyonu, floresans teknigi kullanilarak yapilan EB ile yer degistirme

caligmalari, termal denatiirasyon ve jel elektroforez ¢aligmalar1 gibi yontemlerdir.

Metal komplekslerinin DNA ile etkilesimlerinde kompleksin yapisindaki ligandlar da
Oonem tagimaktadir. Ligandin geometrisi kompleksin hangi tiir baglanma yapabilecegi
hakkinda fikirler verir. Ligandin sahip oldugu diizlemsellik, kompleksin DNA baz
ciftleri arasina girmesine yardimci olur ve kompleks, ligand iizerinde bulunan
elektronegatif atomlar sayesinde DNA’ya kovalent ya da kovalent olmayan yollarla

baglanabilir.
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Cu(Il)-fenantrolin tiirevi komplekslerin DNA’nin baz ¢iftleri arasina fenantrolin
halkasinin kismi interkalasyonu ile baglandig1 yapilan arastirmalarda kesin bir sekilde
kanitlanmistir (Manadevan ve ark. 1998). Sentezlenen komplekslerin monokatyonik bir
yapiya sahip olmasi, DNA vyapisinda yer alan negatif yiiklii fosfat gruplariyla
elektrostatik etkilesim yapabilecegini ve buna ilaveten sentezlenen komplekslerin
yapisinda yer alan amino asitlerdeki yan gruplarin (-OH,—NH) DNA c¢ift sarmal yapisi
ile H-bagi etkilesimi yapabilir olmasida giiglii hiperkromik etki ile baglanmanin
elektrostatik olduguna isaret eder (Yodoshi ve ark. 2007, Chikira ve ark. 2002).

2.11.4. Kanser ve antitiimor metal icerikli ilaclar

T1bbi anlamda kontrolsiiz ve diizensiz hiicre boliinmesi olarak bilinen ve bir ¢ok tiirii
bulunan kanser; cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi (ilagla tedavi)
uygulamalar1 gibi yontemlerle tedavi edilebilmektedir. Kemoterapide kullanilan oldukga
aktif ilaclarin ¢esitli kanser tiirlerinden kaynaklanan 6liim oranlarini belirgin bir sekilde
diisiirdiigii goriilmiistiir. Bu durum 6zellikle de birgok kotii huylu kanser tedavisinde
(testis, yumurtalik, bas ve boyun, mesane gibi) antineoplastik ajan olarak kullanilan

platin bazli ilaglar i¢in gegerlidir (Timerbaev ve ark. 2006).

Metal igeren antikanser ilaclarin basarili gelisimi, tam olarak cisplatin (CDDP) ile
baglar; cis-[PtClIo(NH3)2] (Lobinski ve ark. 2006). Bilesik ilk olarak 1845°te
tanimlanmis fakat antikanser O6zelligi Rosenberg ve grubu tarafindan 1964 yilinda
kesfedilmistir (Rosenberg ve ark. 1965, Reedijk ve ark. 2003). Hayvanlar iizerinde
yapilan deneylerde, tiimorlerde CDDP’ye bagl olarak gerileme gdézlenmesinin hemen

ardindan ise insanlarda kat1 timorler tizerinde klinik ¢aligmalar baslatilmistir.

Uzun yillardir, yeni antikanser ilaclarin gelistirilmesi ve uygulanmasi amaciyla, yeni
bir¢cok metal kompleksi sentezlenmis ve bu komplekslerin tiimor engelleyici etkilerinin

ortaya konmasi i¢in bilyiik caba sarf edilmistir.

Gilintimiizde yapilmis pek ¢ok ¢alismada, test maddesi olarak kullanilan Ni, Mn, Cu, Fe,

Zn, Pd, Pt gibi pek ¢ok metalle olusturulmus komplekslerin kanser hiicreleri iizerinde
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apoptotik etkiye ve hiicre proliferasyonu iizerinde de toksik etkiye sahip oldugu

saptanmistir (Shrivastava ve ark. 2002).

Bir¢ok sitotoksik antikanser ilacin da tiimor hiicrelerinde apoptozisi uyardigi
gozlenmistir. In vitro sitotoksisite testleri; hizli ve rasyonel yontemlerdir. In vitroda
kullanilan yontemler test yapilmasi gerekli olan hayvan sayisim1 azaltir ve organ
toksisitesini hedefleyen calismalar i¢in ¢ok degerli bir aragtir. Toksikolojik deneyler;
24 saatlik bir zaman periyodunun ardindan, canliligin degerlendirilmesinden Once

olusan maksimum hiicresel hasarin ortaya konmasini saglarlar (Wu ve ark. 1999).

Kanser tedavisi ile ilgili yapilan arastirmalardaki sonuglar dikkate alindiginda,
apoptozis ve sitotoksisitenin kemoterapiyle yakindan iliskili olmasi bu metal
komplekslerinin kanser tedavisi i¢in olduk¢a uygun ilag hammaddeleri olduklarini

gostermektedir (Shrivastava ve ark. 2002).

2.12. Literatiir Arastirmasi

2.12.1. Cu(II) iyonunun amino asitler ve fenantrolin tiirevleri ile olusturdugu ikili

ve karisik ligant komplekslerinin kararhhk sabitleri

Brandt ve arkadaglari 1952 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 1,10-fenantrolin(phen) ve 5-
stibstitiie-1,10-fenantrolin(5-metil, 5-fenil, 5-kloro, 5-nitro) ligandlarinin protonlanma
sabitlerini ve Fe(Il) metal iyonuyla olusturduklar1 ikili komplekslerin kararlilik
sabitlerini hesaplanuglardir. Ikili komplekslerin ligand bakimindan kararhiliginm; 5-
metil>phen>5-fenil>5-kloro>5-nitro sirasinda oldugunu belirlemislerdir (Brandt ve ark.
1952).

Yasuda ve arkadaglarmin yapmis oldugu calismada; 1,10-fenantrolin, 5-metil-1,10-
fenantrolin, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin, 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin, 2,2’-bipiridin ve
4.,4-dimetil-2,2"-bipiridin ligandlarinin protonlanma sabitleri ile bu ligandlarin Zn(II) ve

Cd(IT) metal iyonlariyla olusturdugu ikili komplekslerin kararlilik sabitleri; 25°C, 0,1M
KNOg3 iyonik ortaminda hesaplanmistir (Yasuda ve ark. 1956).
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Banks ve arkadaglarinin 1959 yilinda yaptiklari bu caligmada, 5-siibstitiie-1,10-
fenantrolin tiirevlerinin Fe(II), Co(II), Ni(Il), Cu(Il) ve Zn(II) iyonlar ile olusturdugu
ikili komplekslerin kararlilik sabitleri ve 5-siibstitiie-1,10-fenantrolin tiirevlerinin
protonlanma sabitleri, potansiyometrik ve spektroskopik metod ile 25°C ve 0,1M KCI
iyonik ortaminda hesaplanmustir. Kararlilik sabiti sirasinin Irwing Williams serisiyle

uyum i¢inde oldugu sonucuna ulasilmistir (Banks ve ark. 1959).

Brisbin ve arkadaslari, su-klorofrom ¢6zeltisinde, 25°C ve 0,1M KNO3 iyonik
ortaminda potansiyometrik yontem ile Cu(Il), Zn(II), Ni(Il), Fe(II) ve Co(Il) iyonlarinin
1,10-fenantrolin, 5,6-dimetil-1,10-fenantrolin ve 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin ligandlar
ile olusturdugu ikili komplekslerin kararlilik sabitlerini ve ligandlarin protonlanma
sabitlerini spektrofotometrik metod ile belirlemislerdir. LogK; degerlerinin lrwing

Williams serisiyle uyum iginde oldugunu saptamislardir (Brisbin ve ark. 1963).

Yamauchi ve grubunun, 25°C, 0,1M KNOj iyonik ortaminda potansiyometrik yontem
ile yaptiklar1 bu ¢alismada; N,N’-dibenziletilendiimin, 1,2-diiminobenzen, histamin, 2-
aminometilpiridin, 2,2'-bipiridin, 1,10-fenantrolin, L-alanin, L-valin, L-fenilalanin, L-
tirozin, L-triptofan ve 5-hidroksi-L-triptofan ligandlarinin protonlanma sabitleri ve
Cu(II) iyonu ile olusturduklar ikili ve karisik ligand komplekslerinin kararlilik sabitleri
belirlenmigtir. Karisik ligand komplekslerinin amino asitler bakimindan kararliliginin;
L-alanin~L-valin < L-fenilalanin < L-tirozin < L-triptofan < 5-hidroksi-L-triptofan
sirasinda oldugu belirlenmistir. Potansiyometrik hesaplamalar MINIQUAD bilgisayar
programiyla yapilmistir (Yamauchi ve ark. 1985).

Krishnamoorthy ve arkadaglari, 35°C, 0,1M KNO3 iyonik ortaminda potansiyometrik
metod ile Cu(Il), Zn(II), Ni(II), Mn(II) ve Co(II) iyonlariyla; birincil ligand olarak 1,10-
fenantrolin(phen), glisilglisin(Gly-Gly) ve salisilik asit(sal) ve ikincil ligand olarak ise
sitidin-5'- monofosforik asit(CMP)’nin olusturdugu ikili ve karigik ligand kompleksleri
tizerinde calismislar ve karigik ligand komplekslerinin kararlilik sabitlerini M-phen-
CMP>M-Gly-Gly-CMP>M-sal-CMP sirasinda bulmuslardir (Krishnamoorthy ve ark.
1985).
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Mohan ve arkadaglar1 1993 yilinda yaptiklar1 bu ¢aligmada, Cu(Il) ve Ni(Il) iyonlariyla
2,2'2"-terpiridin ve alanin(Ala), metiyonin(Met), fenilalanin(Phe), triptofan(Trp),
histidin(Hist), teronin(thr)’nin olusturdugu ikili ve karisik ligand komplekslerinin
kararlilik sabitlerini, 35°C, 0,2M KNO3 iyonik ortaminda potansiyometrik metod ile

SCOGS bilgisayar programini kullanarak hesaplamislardir (Mohan ve ark. 1993).

Bu calismada; Cu(Il) iyonu ile L-tripolifosfat(TTP), pirofosfat(PP), adenozin-5'-
trifosfat(ATP) ile alanin, serin, metiyonin, fenilalanin, triptofan, histidin, aspartik asit,
etilendiimin, 2,2'-bipiridin, 1,10-fenantrolin, malonik asit ve pirokatekolun olusturdugu
ikili ve karigik ligand komplekslerinin kararlilik sabitleri, 35°C, 0,2M KNO3 iyonik
ortaminda potansiyometrik metod ile hesaplanmistir. PP ve ATP’nin olusturdugu
karisik ligand komplekslerinin, TPP’nin olusturdugu kompleks ile karsilastirildiginda

daha kararli olduklar1 sonucuna varilmistir (Yogi ve ark. 1994).

Dallavalle ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada, Cu(Il) metal iyonunun (S)-
triptofanhidroksamik asit ve L-prolin, L-fenilalanin ve L-triptofan aminoasitleri ile
meydana getirdigi ikili ve karisik ligand komplekslerinin kararlilik sabitlerini ve
ligandlarin  protonlanma sabitlerini 25°C ve 0,1M KCI iyonik ortaminda
potansiyometrik metod ve HYPERQUAD-2000 bilgisayar programi ile belirlemislerdir
(Dallavalle ve ark. 2001).

Xiao-hua ve arkadaslari, Cu(Il) iyonunun 1,10-fenantrolin ve L-valin ligandlariyla
olusturdugu kanisik ligand kompleksini sentezlemisler ve yapisimi tek kristal X-1s1n1
kirmim yontemiyle ortaya koymuslardir. Ilaveten, Cu(ll) iyonunun 1,10-fenantrolin ve
L-valin ile olusturdugu ikili ve karisik ligand komplekslerinin kararlilik sabitlerini,
NaClO4 iyonik ortaminda potansiyometrik metod ile belirlemislerdir (Xiao-hua ve ark.
2005).

Bandyopadhyay ve arkadaslari bu ¢alismalarinda; N-(2-hidroksibenzil)-L-histidin

(Hohb-L-his) ile 2,2'-bipiridin(bpy), 1,10-fenantrolin(phen) ve etilendiimin(en)’in
Co(II), Ni(II), Cu(II) ve Zn(II) iyonlart ile olusturdugu ikili ve karisik ligand
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komplekslerinin  kararlilik sabitlerini  25°C, 0,1M NaNOj3; iyonik ortaminda

potansiyometrik metod ile hesaplamiglardir. Bunun yaninda Hyhb-L-His ligandinin bpy

ile olusturdugu karisik ligand kompleksini sentezlemisler ve yapisini tek kristal X-1s1n1

kirinim yontemiyle belirlemislerdir (Bandyopadhyay ve ark. 2006).

Canel ve arkadaslarinin bu ¢alismasinda, bazi amino asitlerin (L-tyr, L-sis, L-lys, L-trp,
L-his ve bu aminoasitlerin metil ve etil esterleri) protonlanma sabitleri su ve farkli
yiizdelerde etanol-su ortamlarinda, 25°C, 0,1M NacCl iyonik ortaminda BEST bilgisayar
programu ile hesaplanmistir. Sulu ¢ozeltiyle degisik yiizdelerdeki etanol-su ortamlarini
karsilastirmislar ve etanol-su ortamlarinda aminoasitlerin, etil ve metil esterlerinin daha

bliyiik protonlanma sabitine sahip oldugunu saptamislardir (Canel ve ark. 2006).

Podsiadly ve arkadaslari; L-triptofan, L-prolin, L-tirozin ve L-fenilalanin amino
asitlerinin protonlanma sabitleri ile bu amino asitlerin V/(I11) iyonu ile olusturdugu ikili
komplekslerin kararlilik sabitlerini; 25°C ve 0,5M NaClO4 iyonik ortaminda,

potansiyometrik yontem ile, HYPERQUAD bilgisayar programimi kullanarak
hesaplamiglardir (Podsiadly ve ark. 2009).

Inci ve arkadaslarmin, 25°C ve 0,1M KCI iyonik ortaminda potansiyometrik yontem ile
yapmis oldugu bu ¢alismada; birincil ligand olarak 1,10-fenantrolin, 5-nitro-1,10-
fenantrolin, 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin, ikincil ligand olarak tirozin, triptofan ve
fenilalanin ligandlarmin  protonlanma sabitleri belirlenerek  Cu(ll) iyonu ile
olusturduklar ikili komplekslerin ve karisik ligand komplekslerinin kararlilik sabitleri
hesaplanmistir. Karisik ligand komplekslerinin amino asit bakimindan kararlili§inin

fenilalanin<tirozin<triptofan  sirasinda  degistigi bulunmustur.  Potansiyometrik

hesaplamalar BEST bilgisayar programi kullanilarak yapilmustir (inci ve ark. 2014).

Fazary 2014 yilinda, 1,10-fenantrolin ve salisil hidroksamik asit ligandlarinin Cu(II),
Ni(II) ve Fe(Il) metal iyonlariyla olusturduklar: ikili ve karisik ligand komplekslerinin

kararlilik sabitlerini ve her bir ligandin protonlanma sabitini 37°C ve 0,15M NaNOg3

iyonik ortaminda potansiyometrik yontem ile Irving Rossetti, Bjerrum-Calvin ve
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Hyperquad-2008 bilgisayar programlarini kullanarak belirlemistir (Fazary 2014).

Abdelkarim ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklar1 bu c¢alismada, L-triptofan ve L-
fenilalanin amino asitleri ile imidazol-4-asetik asit ligandinin protonlanma sabitlerini ve
Cu(Il) 1yonu ile olusturduklart ikili ve karisik ligand komplekslerinin kararlilik
sabitlerini; 15°C, 25°C, 35°C, 45°C ve 0,1M NaCl iyonik ortaminda hesaplamislar ve

termodinamik parametreleri belirlemislerdir (Abdelkarim ve ark. 2016).

Inci ve arkadaslarmin, 25°C ve 0,1M KClI iyonik ortaminda potansiyometrik yontem ile
yapmis oldugu c¢alismada, birincil ligand olarak 4-metil-1,10-fenantrolin(4-mphen), 5-
metil-1,10-fenantrolin(5-mphen), 4,7-dimetil-1,10,fenantrolin(dmphen), 3,4,7,8-tetra-
metil-1,10-fenantrolin(tmphen) ve 5-nitro-1,10-fenantrolin(5-nphen) ikincil ligand
olarak ise tirozin ve glisin ligandlar1 kullanilmis ve her birinin protonlanma sabitleri
belirlenerek Cu(Il) iyonu ile olusturduklari ikili komplekslerin ve karisik ligand
komplekslerinin kararlilik sabitleri hesaplanmistir. Karisik ligand komplekslerinin
kararliliginin amino asit bakimindan glisin>tirozin sirasinda, birincil ligand bakimindan
ise tmphen>dmphen>4-mphen>5-mphen>5-nphen sirasinda degistigi bulunmustur.

Potansiyometrik hesaplamalar BEST bilgisayar progranmi kullanilarak yapilmstir (Inci
ve ark. 2017).

2.12.2. Cu(Il) iyonunun amino asitler ve fenantrolin tiirevleri ile olusturdugu

koordinasyon bilesiklerinin sentezi, yapilari ve antikanser aktivite calismalar:

Aoki ve arkadaslar1 1987 yilinda Cu(Il) iyonunun L-triptofan ve 1,10-fenantrolin ile
olusturdugu kompleksi sentezleyip, yapisimi tek kristal X-1s1mm1 kirmim yontemiyle
aydinlatmiglar ve kompleksin [Cu(phen)(L-trpO)]ClO4-2,5H,0 formiiliinde, polimerik
yapida oldugunu belirlemislerdir (Aoki ve ark. 1987).

Masuda, Cu(ll) iyonunun L-triptofan ve 2,2"-bipiridin ligandlariyla olusturdugu karigik
ligand kompleksini sentezlemis ve kompleksin yapisini tek kristal X-1gm1 kirmim
yontemiyle aydinlatmistir. Kompleksin [Cu(bpy)(L-trp)]CIO,4 genel formiiliinde ve kare

diizlem geometride oldugunu rapor etmistir (Masuda 1991).
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Solans ve arkadaglar1 bu ¢alismada [Cu(C3HgNO>)(C24H15N2)(H20)]JNO,-H,0
kompleksini (C3sHgNO2:glisin ve Cy4H16N>):4,7-dimetil-1,10-fenantrolin) sentezlemisler
ve yapisim tek kristal X-1s11 kirtnim metodu ile aydinlatmiglardir (Solans ve ark.

1993).

Chan-Cheng Su ve arkadaglari bu g¢alismalarinda, Cu(ll) iyonunun aminoasitler (L-
fenilalanin, L-alanin, glisin) ve diminler (1,10-fenantrolin, 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin,
2,2'-bipiridin ve neokuprin) ile olusturdugu karisik ligand komplekslerini [Cu(L-phe)
(dmphen)]Cl0O4, [Cu(L-phe)(phen)]CIO4-H,0O, [Cu(L-phe)(bipy)]CIO4-H0, [Cu(gly)
(phen)]CIO4, [Cu(gly)(bipy)ICIO4 H20, [Cu(gly)(neoc)]CIO4, [Cu(gly)(en)] ClO4 H2O,
[Cu(L-ala)(phen)]CIO4-H,0, [Cu(L-ala)(bipy)]ClO4, [Cu(L-ala)(neoc)]CIO,4 H,O sen-
tezlemisler ve komplekslerden [Cu(L-phe) (dmphen)]CIO, in yapisini tek kristal X-1s1n1
kirinim yontemi ile belirlemislerdir (Chan-Cheng Su ve ark. 1999).

Yajima ve arkadaslari 2000 yilindaki bu g¢aligmalarinda, [Cu(dpa)(trp)]C104-2H,0,
[Cu((CONH_)2bpy)(phe)]CI04-H,0, [Cu(Clzbpy)(NOs).], [Cu((COOEL).bpy)(NOs).]:
H20, [Cu((NEty)2bpy)(NOs)2], [Cu(Mezbpy)(NOs)2] komplekslerini sentezlemisler ve
[Cu(dpa)(trp)]CIO4-2H,0O ile  [Cu((CONH>).bpy)(phe)]CIO4-H,O  komplekslerinin
yapilarmi X-1gin1 kirinim yontemiyle belirlemislerdir. (phe:fenilalanin, trp:triptofan,
dpa:di(2-piridilmetil)amin,  Mebpy:4,4'-dimetil-2,2"-bipiridin,  (NEty).bpy:4,4'-bis
(dietil-amino)-2,2’-bipiridin, (COOEt),bpy:dietil-2,2'-bipiridin-4,4'-dikarboksilat, Cl,b-
py:4,4'-di-kloro-2,2'-bipiridin,(CONH,),bpy:4,4’-dikarbamol-2,2'-bipiridin). Kompleks-
lerin geometrileri sirastyla bozulmus kare diizlem ve kare piramit olarak saptanmistir.
Bunlara ek olarak caligmada; amino asitler ve diiminlerin olusturdugu karisik ligand
komplekslerinin kararlilik sabitleri SUPERQUAD bilgisayar programiyla belirlenmistir
(Yajima ve ark. 2000).

Sugimori ve arkadaglarinin bu ¢aligmalarinda; [Cu(L-NH,-Phe)(bpy)]NO3-H0, [Cu(L-
Tyr)(phen)]Cl04-2,5H,0, [Cu(L-Phe)(phen)]Cl3-H,O ve [Cu(L-Phe)(bpy)]CIO4-H,0O
kompleksleri sentezlenmis ve yapilari X-1s1n1 kirinim metoduyla belirlenmistir (L-NH,-
phe:L-para-amidofenilalanin, L-phe:L-fenilalanin, L-tyr:L-tirozin, bpy:2,2"-bipiridin,
phen:1,10-fenantrolin) (Sugimori ve ark. 2001).
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Subramanian ve arkadaslar1 2001 yilindaki bu ¢alismada; [Cu(L-phe)(phen)(H,0)]CIO,,
[Cu(L-phe)(bpy)(H20)]CIO4 ve [Cu(L-his)(bpy)]CIO4-1,5H,O komplekslerini (L-phe:
L-fenilalanin, L-his:L-histidin, bpy:2,2’-bipiridin, phen:1,10-fenantrolin) sentezlemisler
ve yapilarimi tek kristal X-1g1n1 kirinim metoduyla aydinlatmiglardir (Subramanian ve

ark. 2001).

Rao ve arkadaglar1 tarafindan yapilmigs bu calismada, [Cu(L-pro)(B)(H20)](NOs)
formiiliindeki kompleksler (L-pro:L-prolin, B:2,2"-bipiridin(bpy) ve 1,10-fenantrolin
(phen)) sentezlenmis ve bunlardan [Cu(L-pro)(bpy)(H20)]NOs’n yapist X-isin1 kirinim
yontemiyle belirlenmistir. Kompleksin kare piramidal geometride oldugu bulunmustur.
Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma o6zellikleri elektronik absorpsiyon spektroskopisi,
CT-DNA’y1 bolme ozellikleri ise elektroforez calismalartyla 3-merkapto propiyonik
asit, DMSO ve katalaz varliginda arastirilmistir. Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma

PR

ve bolme etkinliginin phen>bpy sirasinda degistigi saptanmistir (Rao ve ark. 2007).

Lin ve arkadaslari ¢alismalarinda, Cu(Il) iyonunun 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin
ligandiyla olusturdugu ikili kompleksin yapisini tek kristal X-151n1 kirmim metoduyla
belirlemisler ve bu kompleksin [Cu(CHO2)2(C14H12N2)2]'H20  genel formiiliinde
oldugunu belirtmislerdir (Lin ve ark. 2007).

Yodoshi ve arkadaslarinin 2007 yilindaki calismalarinda, [Cu(Gly)(bpy)Cl]-2H,0,
[Cu(Gly)(phen)Cl],-7H,O ve [Cu(Gly)(bpa)(H,O)CI] kompleksleri sentezlenmis ve
yapilart tek kristal X-151mm1 kirtnim metoduyla aydinlatilmistir (Gly:glisin, bpy:2,2'-
bipiridin, phen:1,10-fenantrolin, bpa:2,2'-bipiridilamin). [Cu(Gly)(phen)Cl],-7H,0
kompleksinin kare piramidal geometride oldugu, [Cu(Gly)(bpy)Cl]-2H,O ve
[Cu(Gly)(bpa)(H,0)CI] komplekslerinin yapilarinin ise oktahedral geometride oldugu
belirtilmistir. Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma o6zellikleri florometrik metod ile
incelenmis ve baglanma etkinliklerinin phen>bpa>bpy sirasinda oldugu bulunmustur

(Yodoshi ve ark. 2007).

Qin ve arkadaslarinin bu ¢alismalarinda, [Cu(IP)(L-Val)(H,0)]CIO4- 1,5H,0, [Cu(IP)(L-
Leu)(H20)]CIO4, [Cu(IP)(L-Tyr)(H20)]CIO4-H,0 ve [Cu(IP)(L-Trp)(H20)]CIO4 1,5
H,O (L-val:L-valin, L-tyr:L-tirozin, L-lue:L-16sin, L-trp:L-triptofan, IP:imidazo[4,5-f]
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[1,10]fenantrolin) kompleksleri sentezlenmis ve [Cu(IP)(L-Tyr)(H,0)]CIO4-H,O
kompleksinin yapisi X-1smn1  kirinim metodu ile belirlenmistir.  NBT(Nitroblue
Tetrazoliyum) foto indirgenme reaksiyonlar1 ile komplekslerin katalitik siiper oksit
dismutaz (SOD) aktiviteleri saptanip, sitotoksisite degerleri 6l¢iilmiistiir. Komplekslerin

SOD aktivite etkinliginin val>leu>trp>tyr sirasinda oldugu belirlenmistir (Qin ve ark.
2007).

Rao ve arkadaglarmin 2008 yilindaki c¢alismalarinda; [Cu(A)(B)(H20)](NOs3)
kompleksleri (A:L-Lozin ya da L-Isoldzin, B:2,2"-bipiridin(bpy), 1,10-fenantrolin(phen)
ya da dipirido[3,2:2',3'-f]kinokzalin(dpg), X:NOs ve CIlO;) sentezlenmis ve
komplekslerden [Cu(L-ile)(dpq)(H20)](ClO,) ile [Cu(L-ile)(bpy)(H20)](NOs)-H,0O’1n
yapist X-1smn1 kirmmim metoduyla aydinlatilmistir.  Komplekslerin kare piramidal
geometride oldugu belirtilmistir. Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma o6zellikleri
elektronik absorpsiyon spektroskopisi, CT-DNA’y1 bolme ozellikleri ise elektroforez
calismalariyla 3-merkapto propiyonik asit, DMSO, mannitol, KI ve katalaz varliginda
aragtirllmistir.  Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma ve bolme etkinliginin
dpg>phen>bpy sirasinda oldugu saptanmistir (Rao ve ark. 2008).

Patra ve arkadaslari, [Cu(L-trp)(B)(H20)](NO3) ve [Cu(L-phe)(B)(H2O](NOs3) (L-
trp:L-triptofan, L-phe:L-fenilalanin B:1,10-fenantrolin(phen), dipirido[3,2:2,3'-f]
kinokzalin(dpq), dipirido[3,2-a:2’,3'-c]fenazin(dppz)) komplekslerini sentezlemis ve bu
komplekslerden [Cu(L-trp)(dppz)(H20)](NO3) ile [Cu(L-phe)(dppz)(H20)](NO3)’in
yapisini tek kristal X-151m1 kirmim yontemiyle aydinlatmiglardir. Komplekslerin CT-
DNA’ya baglanma 6zellikleri, elektronik absorpsiyon spektroskopisi, floresans ve DNA
denatiirasyon, CT-DNA’y1 bdlme ozellikleri ise, DNA erime ve elektroforez
Olgtimleriyle incelenmistir. [Cu(L-trp)(phen)(H.0)](NO3z) kompleksinin CT-DNA’ya
baglanma sabiti Ky:2,2x10” olarak belirlenmis ve kompleksin 365 nm de etkili oksidatif

foto indirgen DNA bdlme aktivitesi gosterdigi bulunmustur (Patra ve ark. 2008).

Chetana ve arkadaslarinin bu ¢alismalarinda; [Cu(L-ala)(B)(H20)](X) kompleksleri (L-
alanin:L-ala, B:2,2'-bipiridin(bpy), 1,10-fenantrolin(phen), 1,10-fenantrolin-5,6-dion
(phendion), dipirido[3,2:2',3'-f]kinokzalin(dpq), X:NO3', ClO,") sentezlenmis ve
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bunlardan [Cu(L-ala)(phen)(H,O)]NO;3 ile [Cu(L-ala)(phendion)(H,0)]NOs’nin yapist
X-15im1 kirinim metodu ile aydinlatilmistir. Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma
ozellikleri elektronik absorpsiyon ve floresans spektroskopisi ile, CT-DNA’y1 bolme

ozellikleride DNA erime ve elektroforez calismalariyla arastirilmistir. Sonuglar,

kompleksin DNA’ya interkale oldugunu gostermis ve kompleksin Ky baglanma sabiti
hesaplanmistir. Baglanma sabitlerinin dpg>phen>bpy>phendion sirasinda degistigi
ifade edilmistir. Elektroforez ¢aligmalarinda ise, dpq ve phen komplekslerinin
indirgeyici madde olarak 3-merkapto propiyonik asit varliginda etkili kimyasal niikleaz

aktivite gosterdigi bulunmugstur (Chetana ve ark. 2009).

Patra ve arkadaslar1 2009 yilindaki c¢alismalarinda; [Cu(L-arg),](NOs), ve [Cu(L-
arg)(B)CIICI (L-arg:L-arjinin, B:2,2’-bipiridin(bpy), 1,10-fenantrolin(phen), dipirido
[3,2:2',3'-f]kinokzalin(dpq), dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazin(dppz)) komplekslerini
sentezlemis ve bunlardan [Cu(L-arg)(phen)CI1]CI-2,5H,0’nin yapisini tek kristal X-1s1mn1
kirmim metoduyla belirlemislerdir. Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma o6zellikleri,
elektronik absorpsiyon ve floresans spektroskopisi ile CT-DNA’y1 bolme 6zellikleri ise
DNA erime ve elektroforez galismalartyla aragtirllmistir. Komplekslerin CT-DNA’ya
baglanma etkinliklerinin ~ dppz>bis-L-arjinin>dpg>phen>bpy sirasinda  oldugu
saptanmistir. Bu komplekslerden dppz ve dpq’nun karisik ligand komplekslerinin 365
ve 647 nm’de etkili oksidatif fotoindirgen DNA bolme aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir (Patra ve ark. 2009).

Patra ve arkadaglari, [Cu(L-gIn)(B)(H20)](X) bi¢iminde formiilize edilen kompleksleri
(L-gIn:L-glutamin, B:2,2"-bipiridin(bpy), 1,10-fenantrolin(phen), dipirido[3,2:2',3'-f]
kinokzalin(dpg), X:SO4%, ClOs) sentezlemisler ve komplekslerden [Cu(L-
gln)(phen)(H20)](CIOy), [Cu(L-gIn)(bpy)(H20)1:2](SO4)12-2H20 ve [Cu(L-gIn)(dpq)
(ClO4)]’nin yapilarini X-1gin1 kirmnim metodu ile aydinlatmislardir. Komplekslerin CT-
DNA'’ya baglanma o6zellikleri elektronik absorpsiyon ve floresans spektroskopisi ile,
CT-DNA’y1 bolme oOzellikleri ise DNA erime ve elektroforez oOlgiimleri ile
aragtirllmistir.  Baglanma kuvvetinin dpg>phen>bpy sirasinda bulundugu ifade
edilmistir. Elektroforez deneylerinde ise dpq ve phen komplekslerinin etkili kimyasal

niikleaz aktivite gosterdikleri bulunmustur (Patra ve ark. 2009).
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Ramakrishnan ve grubunun bu  ¢alismalarinda; [Cu(L-tyr)(B)](CIO4) bigiminde
formiilize edilen kompleksler (L-tyr:L-tirozin, B: (bpy):2,2’-bipiridin, (phen):1,10-
fenantrolin, (5,6-dmp):5,6-dimetil-1,10-fenantrolin,(dpq):dipirido[3,2:2’,3'-f]kinokzalin)
sentezlenmis ve bunlardan [Cu(L-tyr)(5,6-dmp)(H20)]-(C104)’1n yapist X-1gin1 kirinim
metodu ile belirlenmistir. Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma o6zellikleri elektronik
absorpsiyon ve floresans spektroskopisi ile, CT-DNA’y1 bolme 6zellikleri ise DNA
erime ve elektroforez Olglimleriyle arastirilmistir. Baglanma kuvvetinin dpg>5,6-
dmp>phen>bpy sirasinda oldugu ifade edilmistir. Elektroforez c¢alismalarinda
komplekslerin  CT-DNA’y1 bolme etkinliginin 5,6-dmp>phen>dpg>bpy sirasinda,
oksidatif olarak bdlme etkinliginin ise dpg>5,6-dmp>phen>bpy sirasinda oldugu
saptanmigtir. Sitotoksisite Ol¢limleri sonucunda ise dpq ve phen komplekslerinin cis-
platinden daha etkili antikanser aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir (Ramakrishnan

ve ark. 2009).

Reddy ve arkadasglari, 2009 yilinda [Cu(phen)(L-Tyr))(H.0)] kompleksini
sentezlemislerdir. (phen:1,10-fenentrolin, L-Tyr:L-tirozin). Kompleksin yapisin
elemental analiz, manyetik siisseptibilite, UV-VIS, IR, EPR spektroskopisi ve ESI kiitle
spektrometresi ile aydinlatmiglardir. Kompleksin kare piramidal geometride oldugunu
onermiglerdir. Ayrica kompleksin CT-DNA ile etkilesimini UV-VIS, termal

denatiirasyon ve floresans yontemleriyle incelemislerdir. Baglanma sabitini K,=3750

M™ ve Stern Volmer sabitini ise K=0,39 olarak bulmuslardir (Reddy ve ark. 2009).

Yang ve arkadaglari bu c¢alismalarinda; [Cu(phen)(Tyr)](H20)](CIO4) (1,10-
fenantrolin:phen, tirozin:Tyr) karisik ligand kompleksini sentezlemislerdir. Kompleksin
kristal yapisini belirleyememislerdir. Kompleksin DNA ile etkilesimi elektronik
absorpsiyon  spektroskopisi, florometrik yontem ve elektroforez yontemleri ile
arastirilmis ve indirgeyici bir madde olan gallik asit varliginda DNA ile etkilesimleri
incelenmistir. Kompleksin biyolojik bir indirgen olan gallik asit varliinda etkili

niikleaz aktivite gosterdigi ifade edilmistir (Yang ve ark. 2011).

Inci ve arkadaslar1 [Cu(dmphen),(NO3)](NOs)-(1) ve [Cu(dmphen)(tyr)(H,O)]NO3z-H,O-

(2) komplekslerini (tyr:tirozin, dmphen: 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin) sentezlemisler ve
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komplekslerin yapisin1 tek kristal X-1sin1 kirinim  yontemiyle aydinlatmiglardir.
Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma 6zellikleri elektronik absorpsiyon spektroskopisi
ve floresans, CT-DNA’y1 bdolme ozellikleri ise agaroz jel elektroforez Olciimleriyle
incelenmistir. Baglanma kuvvetinin (1)>(2) swrasinda degistigi  gozlenmistir.
Elektroforez calismalarinda komplekslerin CT-DNA’y1 bolme etkinliginin yine aymni
sirada degistigi ifade edilmistir. Her iki kompleksinde, ii¢ farkli kanser hiicresi ve bir
saglikli hiicrede yapilan sitotoksisite dlglimlerinde cis-platinden daha etkili antikanser

aktivite gosterdigi bulunmustur (Inci ve ark. 2015).

Inci ve arkadaslar bir diger galismada ise; [Cu(nphen)(gly)(H,0)]" ve [Cu(dmphen)
(9ly)(NO3)(H20)] komplekslerini  (gly:glisin, dmphen:4,7-dimetil-1,10-fenantrolin
nphen:5-nitro-1,10-fenantrolin) sentezlemisler ve yapilarini elemental analiz, tek kristal
X-1sm1 kirmim  yontemi, FTIR, EPR spektroskopisi ve siklik voltametri ile
aydinlatmiglardir. Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma 6zellikleri elektronik
absorpsiyon spektroskopisi, floresans ve termal denatiirasyon yontemleriyle, CT-
DNA’y1 bolme 6zellikleri ise agaroz jel elektroforez dl¢limleriyle incelenmistir. Ayrica
bu komplekslerin BSA (si1gir albumin serumu) ile etkilesimleri absorbsiyon ve floresans
spektroskopisi ile arastirilmistir. (BSA+kompleks) sistemleri icin ii¢ farkli sicaklikta
(20°C, 30°C, 37°C) termodinamik parametreler hesaplanmistir. BSA ile kompleksler
arasindaki mesafe, floresans rezonans enerji transferi (FRET) yontemi ile belirlenmistir.
Ayrica komplekslerin ikisininde; ti¢ farkli kanser hiicresi ve bir saglikli hiicrede yapilan
sitotoksisite Olglimlerinde cis-platinden daha etkili antikanser aktivite gosterdigi

bulunmustur (inci ve ark. 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Potansiyometrik Yontem ile Ligantlarin Protonlanma Sabitlerinin ve

Komplekslerin Kararhihk (Olusum) Sabitlerinin Belirlenmesi

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

3.1.1.1. Ligantlar

Calismada birincil ligant olarak; 1,10-fenantrolin (phen), 4-metil-1,10-fenantrolin (4-

mphen) ve 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin (dmphen), ikincil ligant olarak ise L-triptofan
(L-trp) kullanildi.

1,10-fenantrolin (phen)

HSC H3C CHB
7 N N 7 N\_/ N\
—N N= =N N=

4-metil-1,10-fenantrolin (4-mphen) 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin (dmphen)

0O
I OH
HN NH>

L-triptofan (L-trp)
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3.1.1.2. Stok Cu(II) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,01 M Cu(Il) stok ¢ozeltisi, analitik safliktaki (%>98) Merck marka CuCl, tuzundan
hazirlandi. Stok ¢ozeltisine metal iyonunun hidrolizini engellemek amaciyla derisik
HCI’in (%37 HCI, d=1,18) ¢ok az asirisi eklendi. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve
seyreltme islemleri sirasinda kaynatilmis deiyonize su kullanildi. Destilasyon metoduyla
elde edilen saf su, ultrapure saf su cihazi (Barnstead) kullanilarak deiyonize hale

getirildi. Su i¢inde ¢6ziinmiis gazlarin uzaklastirilmasi i¢in iki saat kaynatildi.

Cu(Il) iyonunun stok ¢ozeltisinin derisimi, miireksit indikatorii kullanilarak standart
EDTA c¢ozeltisiyle titre edilmesi ile belirlendi (Schwarzanbach ve Flaschka 1969).
Cu(II) stok ¢ozeltisine eklenen asir1 asitin miktari, (1:1) mol oranlarindaki Cu(ll):DTPA
¢ozeltisinin potansiyometrik titrasyonu ile bulundu. (1:1) mol oranindaki Cu(Il):DTPA
koordinasyon iyonlarmin meydana gelmesinde deneysel olarak bulunan baz
derisiminden beklenen doniim noktasina kadar harcanmasi gereken teorik baz derigimi

cikarildi ve asir asit miktar1 hesaplandi (Aydin ve Ozer 1997, Harris ve Martell 1976).
3.1.1.3. Standart potasyum hidroksit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,1 M derisimindeki potasyum hidroksit ¢ozeltisini hazirlamak i¢in; analitik safliktaki
KOH (%86,Sigma-Aldrich marka) kullanildi. KOH ¢dzeltisinin derigimi, etiivde
110°C’de bir gece bekletilen potasyum hidrojen ftalatin (%99,9, Merck marka)
potansiyometrik titrasyonuyla hesaplandi (Aydin ve Ozer 1997).

3.1.1.4. Iyonik ortamu sabit tutmak icin kullamlan kimyasal madde

Potansiyometrik titrasyonlarda, iyonik ortami sabit tutabilmek i¢in, %99 safliktaki
potasyum kloriir ¢ozeltisi (KCI, Merck) kullanildi.

3.1.1.5. Azot gaz1

Titrasyonlarin asal gaz ortaminda gergeklesmesi amaciyla yiiksek saflikta (%99,99999)
Orsez marka azot gazi1 (N2) kullanildu.
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3.1.2. Deneysel yontemler ve kullamlan aletler

3.1.2.1. Potansiyometri

a) Genel ozellikleri:

Potansiyometri; elektrokimyasal hiicrelerde fark edilebilen bir akim ge¢mediginde
yapilan potansiyel Olgiimiine dayali bir metodtur. Bu metod, iyonik denge
arastirmalarinda elverisli olmasi nedeniyle 20. yiizyildan bu yana titrimetrik analizlerde

doniim noktasini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Skoog ve ark. 1998).

Potansiyometrik metod; bir karsilastirma (referans) elektrodu ve uygun bir ikinci
(indikator) elektrot ile olusturulmus bir elektrokimyasal hiicrede potansiyel farkin
Olclilmesine ve ¢ozeltideki iyonlarin nicel analizlerinin yapilmasina dayali bir yontem

olarak ifade edilir (Yildiz ve ark. 1997).

Potansiyometrik analizlerde kullanilacak bir hiicre sematik olarak asagidaki gibi

gosterilmektedir.

Referans elektrot / tuz kopriisii / analit ¢ozeltisi / indikator elektrot

Bu hiicrenin potansiyeli (3.1.2.1-1) esitligi ile gosterilebilir.

Ehiicre = Eind— Eref *+ Ej (3.1.2.1-1)

Referans elektrot ile elektrot potansiyeli (Eef) bilinen bir yar1 hiicre olusturulur ve bu
yar1 hiicrenin potansiyeli incelenen ¢o6zeltideki iyonlarin derisimine baglh degildir.
Indikatér elektrot (Ejng) ise, incelenen cozeltideki iyonlarin aktivitesine baglidir ve
potansiyel farki olusturan diger yari hiicrede bulunur. Temas potansiyeli (E;j) ise; iki yar1
hiicreden olusmus potansiyometrik hiicrenin ii¢lincii bileseni olan tuz kopriisiiniin her

iki ucundaki siviyla temas etmesinden dolay1 ortaya ¢ikmis olan potansiyel olarak ifade

edilir (Skoog ve ark. 1992).
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Bir indikator elektrodun var olan potansiyeli, bulundugu yar1 hiicredeki iyonlarin
baslangic ile denge derisimlerine bagimli olarak degismektedir. Cozeltide bulunan
iyonlarin derigimi ile indikator elektrot potansiyeli arasindaki bagint1 (3.1.2.1-2) tersinir

yar1 tepkimesi ile belirlenebilir.

AA+ DB +......Ane’ = CC+AD + oo, (3.1.2.1-2)

Bu tersinir tepkimede biiyiik harfler yar1 tepkimeye giren tiirlerin formiillerini, e ; alinan

elektronu ve kiiclik harfler ise yar1 tepkimedeki her bir tiirlin mol sayisini

belirtmektedir. Bu yar1 pil tepkimesinde elektrot potansiyeli Nernst esitligi ( 3.1.2.1-3)

ile verilir.
b
E(hﬁcre):Eo (hiicre)+ E In az : ag (3121-3)
nF = ag.ap
Burada;

E° (hiicre) - Net hiicre reaksiyonunun standart potansiyeli

R : Gaz sabiti ( 8,314 J.K™.mol™)

T : Sicaklik

n . Yar1 pil tepkimesindeki elektronlarin mol sayis1
a : Maddelerin aktiflikleri

25°C i¢in bu sabitlerin n sayisal degerleri yerine yazildiginda ise asagidaki esitlik

karsimiza ¢ikar.

b
N , 00592 aj.ap 31214
(hiicre)— (hiicre) n 0g ag .a% ( A.Z2.1- )

Sabit iyonik ortamda aktiflik katsayilarida sabit oldugundan (3.1.2.1-4) esitliginde

aktiflik yerine derigimler yazilirsa asagidaki esitlik elde edilir.

£ g 00592 & cB
(hiicre)=5 (hiicre) ™ n 09 cC Cd (3.1.2.1-5)
C-*D
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b) Kombine cam elektrot:

Bir iyonun derisimi, bu iyonun bulundugu bir yar1 hiicre ile olusan elektrokimyasal
hiicrenin 6lgililen potansiyeli ve bu yar1 hiicrenin bilinen standart potansiyeli yardimiyla
Nernst esitliginden (3.1.2.1-3) belirlenebilir. Bu yontemin en iyi uygulamasi ¢ozeltinin

hidrojen iyonu derisiminin yani pH’siin belirlenmesidir.
Bu calismada biitiin pH Ol¢timleri Schott marka kombine cam elektrot kullanilarak
yapildi. Kombine cam elektrot, bir indikator ve bir referans elektrottan olusur. Boyle bir

hiicrenin gosterimi agagidaki gibidir (Harris 1982).

Referans elektrot Cam elektrot

Ag(k) / AgCI(k) / Cl-(aq) 1l H+(aq)dlstaki / cam membran / H+(aq)i¢teki , Cl-(aq) / AgCI(k) / Ag(k)
Ej E; E>

Boyle bir hiicrenin potansiyeli agagidaki gibi gosterilir.

E = Ecam - Eref + EJ (3121'6)

Bu calismada kullanilan kombine cam elektrot bir cam indikatér elektrot ile bir
glimiis/glimiis klorlir referans elektrottan olusur. Gilimiis/glimiis kloriir referans
elektrotlar hem glimiis kloriir hem de potasyum kloriir doygun ¢ozeltisine daldirilmis bir

giimiis telden olugmustur. Bu yar1 hiicrede meydana gelen tepkime soyledir;
AgClyy +e = Ag'gy+ Clig) (3.1.2.1-7)
(3.1.2.1-6) esitligindeki Ecam, cam elektrodun potansiyelini belirtir. Cam elektrodun

potansiyeli, cam membranin iki yiizeyi arasindaki potansiyel farkla (Es), i¢teki referans

elektrot potansiyellerinin (Eagagct) toplamindan ibarettir (3.1.2.1-8).
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Ecam = Es + Eagiagel (3.1.2.1-8)

Es smir potansiyeli; cam membranin iki ylizeyi arasindaki potansiyel farkini gosterir
(3.1.2.1-9). Bu potansiyel fark, ince aktif cam membrandan hidrojen iyonlarinin

taginmasi sebebiyle gozlenir.

Es=Ei-E; (3.1.2.1-9)

Bir cam membranin katyonlara karsi indikator elektrot olarak gorev yapmasi igin
elektrigi iletmesi gereklidir. Hidratlagsmis jel tabakasindaki iletkenlik hidrojen
iyonlarinin hareketiyle alakalidir. Cozelti/jel ara yilizeyinde iletkenlik (3.1.2.1-10) ve
(3.1.2.1-11) tepkimeleri ile olusur.

H'@ + GI' & HGlI (3.1.2.1-10)
Cozeltiy Cam; Cam;
H'Gl g = H @y + GI (3.1.2.1-11)
Cam; Cozeltiy Camy

(3.1.2.1-10) ve (3.1.2.1-11) denge tepkimelerinde alt indis (1), cam ile drnek ¢ozeltisi
arasindaki ara yiizeyi, alt indis (2) ise i¢ ¢ozelti ile cam arasindaki ara ylizeyi ifade
eder. Bu iki denge, membranin her iki tarafindaki ¢ozeltilerdeki hidrojen iyonunun
aktifligi ile belirlenir (Skoog ve ark. 1992). Kombine cam elektrot potansiyeli; aktifligin
bir fonksiyonu olarak (3.1.2.1-12) esitligi ile ya da pH’nin bir fonksiyonu olarak
(3.1.2.1-13) esitligi ile ifade edilir.

RT

E(hﬁcre) =E° (hiicre) T E |Og ay+ (3.1.2.1-12)
R RT

E(hﬁcre) =E (hiicre) — E pH (3.1.2.1-13)
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Hidrojen iyonu aktifligi cam membranin i¢inde ve disinda ayni oldugu zaman dahi
kiiciik bir potansiyel olusur. Buna asimetri potansiyeli denir. pH degeri bilinen
cozeltilerde elektrodun kalibrasyonunu yaparak diizeltme gerceklestirilir (Skoog ve ark.

1992).

Elektrodun pH’ya duyarli kismi elektrodun dis tarafindaki ince cam membrandadir.
Kombine cam elektrotta Olciilen potansiyel fark bu cam membrandan hidrojen
iyonlarinin taginmast yoluyla goézlenir. Bu membranlardaki camin yaklasik % 22’si
NayO, %’6’s1 CaO ve % 72’si SiOz’ten olusur (Skoog ve ark. 1996). Bu membranlar
yaklagik olarak pH = 9’a kadar hidrojen iyonlarina karsi secicidirler.

¢) Hidrojen iyonu derisiminin belirlenmesi:

Lewis asidi ozelligindeki metal iyonlari, Lewis bazi ozelligindeki ligandlarin verici
atomlarindaki ortaklanmamis elektron ciftlerini ortaklasa kullanip koordinasyon iyon ve
bilesiklerini meydana getirirler. Bir metal iyonu; hidrojen igeren bir Lewis bazinin
konjuge bazi olan bir ligand ile birlikte bir koordinasyon bilesigi olusturdugu zaman

hidrojen iyonu ortama geger.
M™ + H.L & ML™ 4+ ne* (3.1.2.1-14)

Esitlikte; M™ metal iyonunu, HnL asidik ligandi ve ML™™ koordinasyon iyon ya da

bilesigini ifade etmektedir. ML™"

iyon ya da bilesiginin olusumuyla ¢6zeltinin
hidrojen iyonu derisimi artar yani pH diiser. pH’daki diismenin biiyikligi
koordinasyon bilesiginin kararliliginin kantitatif olarak bir 6l¢iisiidiir. Yani (3.1.2.1-14)
denge tepkimesinin denge sabiti ne kadar biiyiikse, olusan koordinasyon bilesigi de o

oranda kararhdir.
3.1.2.2. Calismada kullamlan potansiyometrik sistem

Potansiyometrik titrasyon c¢alismalarinda, Schott-Gerade marka Titroline Alfa Plus

model otomatik titrator ve kombine cam elektrot kullanildi. pH 6l¢iimleri; bilgisayar ile
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desteklenen bir sistemde, 100 ml hacimli ¢ift cidarli titrasyon hiicresinde ve sabit
sicaklikta yapildi. Sicakligi sabit tutabilmek icin titrasyon hiicresinin etrafindan, bir
termostattan (B.Braun, Termomix UB) gelen 25, 35 ve 45 £+ 0,1°C’deki su dolagtirildu.
Titrasyon hiicresi, deneyleri azot atmosferinde yapabilmek i¢in azot tiipline baglandi.
Titrasyon hiicresindeki ¢ozeltinin homojenligi manyetik karistirict ile  stirekli
kanistirilarak saglandi. Biitiin titrasyonlar ayarli 0,1 M KOH ¢d6zeltisinin otomatik

bliretten titrasyon hiicresine damlatilmasi ile gerceklesti.

3.1.2.3. Titrasyon hiicresinde yapilan deneyler

Standartlastirilmis 0,1 M HCI ¢ozeltisi, ayarli 0,1 M KOH c¢ozeltisiyle titre edilerek
titrasyon hiicresinin kalibrasyonu yapildi. Hiicre kalibrasyonu, giinliikk olarak her
titrasyondan once yapildi ve toplam hacim su ile 50 mL’ye tamamlanacak sekilde,

titrasyon hiicresine asagidaki ¢ozeltiler eklenerek titrasyonlar gergeklestirildi.

a) 5mL 0,1 M HCI+5mL 1 M KCI (hiicre kalibrasyonu i¢in)

b) 0,1 mmol ligand + 10 mL 0,1 M HCI + 5 mL 1 M KCI (ligandlarin protonlanma
sabitlerini belirlemek igin)

¢) 0,1 mmol ligand + 0,2 mmol Cu(ll) +5mL 0,1 M HClI + 5mL 1 M KCI (MA ve
MB ikili komplekslerinin kararlilik (olusum) sabitlerini belirlemek igin)

d) 0,1 mmol A ligand1 + 0,1 mmol B ligandi + 0,1 mmol Cu(Il) + 5 mL 0,1 M HCI + 5
mL 1 M KCl (MAB karisik ligand komplekslerinin kararlilik (olusum) sabitlerini

belirlemek i¢in)

3.1.2.4. BEST bilgisayar programi

Kararlilik sabitlerinin hesaplanmasi igin bilgisayar programlarindan yararlanilmaya
baglanmas1 1960l  yillara rastlamaktadir. (Olusum) kararlilik sabitlerinin
belirlenmesinde ilk kullanilan bilgisayar programi Schaap ve McMasters tarafindan
gelistirilmistir (Schaap ve McMasters, 1958). Polarografik verilerin degerlendirilmesi
amaciyla kulanilan bu programin temeli kiiciik kareler metoduna dayanmaktadir. Bu
yontem Sullivan ve Rydberg tarafindan gelistirilmis ve potansiyometrik titrasyon

verilerinden, kararlilik sabitlerinin hesaplanmasi i¢in kullanilmustir.
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Giliniimlizde kararlilik sabitlerinin hesaplanmasinda farkli prensiplere dayali olan
bilgisayar programlar1  kullanilmakta ve siirekli olarak yeni programlar
gelistirilmektedir. Ve bu programlar bazi detaylar yoniinden farklidir. Programlar
arasinda potansiyometrik verilerden kararlilik sabitlerinin hesaplanmasinda en fazla
kullanilan1 Martell ve Motekaitis tarafindan gelistirilen BEST bilgisayar programidir
(Martell ve Motekaitis, 1988).

Potansiyometrik titrasyon verilerinden yararlanarak denge sabitlerinin hesaplanmasini
saglayan bu programin algoritmasi kiitle denkliklerinin hesabina dayanir ve kiitle

denkligi (3.1.2.4-1) esitligi ile ifade edilir.

NS i

Ti = Y e B I [ Gl (3.1.2.4-1)
j=1 k=1

Varolan tiirler i¢inde i bilesenini igeren biitiin tiirlerin toplamini ifade eden bu esitlikte;
ejj stokiyometri katsayisini, B; toplam denge sabitini, [ Ci ] ise denge sabiti ifadesinde
yer alan tiirlerin konsantrasyonunu ifade etmektedir. Bu esitlik kullanilarak, ML3

tirtinde kompleksin olustugu bir sistemde kiitle denklikleri asagidaki sekilde

gosterilebilir:

He = [H] + 1" [H][L] + 2B." [H][L] (3.1.2.4-2)
Li= [L]+Ba"[HI[L]+B2" [HIP[LI+BL[LIMI+2B2[LI[M]+3Bs[LI°[M]  (3.1.2.4-3)

M; = [L] + B1[L][M] + B2[LI*[M] + Bs[LI°[M] (3.1.2.4-4)

Bu esitliklerde; H hidrojen iyonunu, L ligandi, M ise metal iyonunu ifade etmektedir.
Bu kiitle denkliklerinden faydalanilarak denge sabiti degerlerinin BEST program ile
hesaplanmas1 asagidaki gibi olmaktadir:

I) Bilinen ve tahmin edilen toplam denge sabiti ifadeleri (B1) ve kiitle denklikleri
kullanilarak titrasyonun her bir noktasi i¢in pH hesaplanur.

Il) Hesaplanan pH'lar ile gozlenen pH'lar arasindaki sapmalarin agirlikli karelerinin

toplam1 hesaplanir.
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U= w ( p[H]gsz1enen— p[H]hesapIanan )2 (3.1.2.4-5)
Burada w; hesaplamada pH profilinin egim bolgelerindeki daha az dogru olan pH

degerlerinin etkisini azaltmak icin kullanilan agirlik faktoriidir ve (3.1.2.4-6) esitligi ile
ifade edilir.

w =1/ (p[H]is1 - p[H]1)? (3.1.2.4-6)
Sigma fit minimize edilinceye kadar bilinmeyen denge sabiti ifadelerinin yerine yeni

degerler yazilarak hesaplamalar tekrarlanir. pH'daki standart sapmay1 ifade eden sigma

fit, osit, (3.1.2.4-7) esitligi ile belirtilir.

or=(UIN)" (3.1.2.4-7)
Burada N agirlik faktorlerinin toplamini géstermektedir.

N=Yw (3.1.2.4-8)

Bu hesaplamalar sonucunda sigma fit'in minimum oldugu kararlilik sabiti degeri sonug

olarak verilir.
3.1.2.5. SPE bilgisayar programi

Potansiyometrik titrasyon verileri kullanilarak, ¢ozeltide olusan tiirlerin derisimlerinin
pH ile degisimini gosteren dagilim diyagramlari, Martell-Motekaitis tarafindan
gelistirilen SPE bilgisayar programu ile ¢izildi. Ligandlarin protonlanma sabiti degerleri
ve Cu(Il) iyonu ile olusturduklar ikili ve karisik ligand komplekslerinin kararlilik sabiti
degerleri SPE bilgisayar programina uygulandi ve ¢ozeltide olusan tiirlerin dagilimi

belirlendi.
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3.2. Komplekslerin Sentezi ve Yapilarimin Aydinlatilmasi
3.2.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Komplekslerin sentezinde metal tuzu olarak; Merck marka (% 99) Cu(NOg3),.3H.0 ve
Sigma-Aldrich marka (% 98) Cu(ClO,)..6H,0, ligant olarak; Merck marka (% 99) 1,10-
fenantrolin, Sigma-Aldrich marka (% 97) 4-metil-1,10-fenantrolin, Alfa Aesar marka
(% 98) 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin ve Sigma-Aldrich marka (% 99) L-triptofan

kullanildi. Coziicii olarak ise, Merck marka metanol kullanildi.
3.2.2. Kullanilan cihazlar

1) Erime noktas1 belirleme islemi; Biichi Melting Point B-540 erime noktasi tayin cihazi
ile Uludag Universitesi Kimya Boliimii’nde yapildi.

2) Komplekslerin elementel analizleri; (C, H ve N analizi) TUBITAK Bursa Test ve
Analiz Laboratuvari’nda Costech marka elementel analiz cihazi ve Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda TruSpec marka elementel
analiz cihazi kullanilarak yapildi.

3) Elektronik absorbsiyon spektrumlari; CBC Cintra 303 marka UV-VIS spektrometresi
ile Uludag Universitesi Kimya Béliimii’nde alindh.

4) Infrared (IR) spektrumlari; FT-IR spektrofotometresiyle 4000-600 cm™ araliginda
Istanbul Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde alindi.

5) Komplekslerin tek kristal X-1s1mn1 analizleri; Gebze Teknik Universitesi Fen- Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Bolimii’nde Bruker APEX Il QUAZAR difraktometresi ve Sinop
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

(SUBITAM) Bruker AXS difraktometresi kullanilarak yapildi.

3.2.3. Tek kristal X-1smn1 kirinim yontemi analizleri

Gebze Teknik Universitesi'ndeki kristal yapt veri toplama islemleri grafit
monokromatorlii Bruker APEX II QUAZAR difraktometresi (Bruker 2014) iizerinde

yapildi. Kristal yapt Bruker SHELXTL programiyla (Bruker 2010) direkt yontemler
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kullanilarak ¢oziildii ve Fz’ye bagli tam matris en kiiciik kareler yontemine uygun
sekilde aritildi. Geometrik hesaplamalar ve molekiiler yap1 ¢izimleri PLATON (Spek A.
L. 2009) ve MERCURY (Macrae ve ark. 2006) programlar1 ile yapildi. Sinop
Universitesi’ndeki calismalar ise; Bruker AXS difraktometresi ile yapildi. Kristal yap1
Bruker SHELXTL V6.14 programiyla direkt yontemler kullanilarak ¢oziildii ve F¥ye

baglh tam matris en kiiclik kareler yontemine uygun sekilde aritildi.
3.2.4. Komplekslerin sentezi
a) {[Cu(phen)(trp)]CIO43H,0}, :

Cu(ClQO4)26H20 (0,5 mmol, 0,185 g) 5 mL metanolde ¢oziildii ve 10 mL metanolde
¢oziinmiis 1,10-fenantrolin (0,5 mmol, 0,099 g) ligand1 bu ¢ozeltiye ilave edildi. Sonra
bu karisima, 15 mL metanol+(0,5 mmol, 0,028 g) KOH c¢ozeltisi icerisinde ¢éziinmiis
olan L-triptofan (0,5 mmol, 0,102 g) ligand1 eklendi ve karigim 50°C’de 60 dk siire ile
kanistirildi. Elde edilen ¢ozelti siiziildii ve oda sicakliginda kristallenmeye birakildi.
Koyu yesil renkli kristallerin 3 giin i¢inde olustugu gézlendi. Olusan kristaller alindi ve

oda sicakliginda kurumaya birakildu.
b) {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO43H,0}, :

Cu(Cl0O4)26H20 (0,5 mmol, 0,185 g) 5 mL metanolde ¢oziildii ve 10 mL metanolde
¢ozlinmis 4-metil-1,10-fenantrolin (0,5 mmol, 0,097 g) ligand1 bu ¢ozeltiye ilave edildi.
Sonra bu karisima, 0,1 N 5 mL KOH ¢6zeltisinde ¢6ziinmiis L-triptofan (0,5 mmol,
0,102 g) ligand1 eklendi ve karisim 50°C’de 30 dk siire ile karistirildi. Elde edilen
¢oOzelti sliziildii ve oda sicakliginda kristallenmeye birakildi. 2 giin i¢inde olusan ve ¢ok
iyi yapida olmayan kristaller alindi ve 5 mL metanol+5 mL asetonitril’de tekrar
coziilerek oda sicakliginda kristallenmeye birakildi. 1 giin iginde koyu mavi renkli

kristallerin olustugu gozlendi, kristaller siiziildii ve oda sicakliginda kurumaya birakildi.
¢) [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3 :

Cu(NO3)23H,0 (0,5 mmol, 0,120 g) 5 mL saf suda ¢oziildii ve 10 mL metanolde
¢oziinmiis 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin (0,5 mmol, 0,104 g) ligand1 bu ¢ozeltiye ilave
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edildi. Daha sonra bu karisima, 0,1 N 5 mL KOH ¢o6zeltisinde ¢oziinmiis L-triptofan
(0,5 mmol, 0,102 g) ligand1 eklendi. Elde edilen ¢o6zelti siiziildii ve oda sicakliginda
kristallenmeye birakildi. Yesil renkli kristallerin 3 giin i¢inde olustugu goézlendi. Olusan

kristaller alind1 ve oda sicakliginda kurumaya birakildi.

3.3. Sentezlenen Komplekslerin DNA ile Etkilesimlerinin Arastirilmasi

3.3.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler giinlik olarak, stok ¢ozeltilerden Tris-HCI/NaCl
tamponu (5mM Tris-HCI(Sigma-Aldrich, %99), 50mM NaCl(Sigma-Aldrich, %99),
pH=7,2) ile seyreltilerek hazirlandi. Calismalarda deiyonize su kullanildi. Stok
¢ozeltiler buzdolabinda 4°C’de saklandi.

DNA (Deoksiriboniikleik asit, ¢ift sarmal, calf thymus, tiir I, Sigma) Tris-HCI/NaCl
(5 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH=7,2) tamponu i¢inde oda sicakliginda ¢o6ziildii. 24
saat tamamen coOziinmesi i¢in bekletildi ve 4°C’de buzdolabinda saklandi. DNA’nin
molar derisimi, 260 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degeri ve molar absorpsiyon
katsayisi (e=6600 M™*cm™) kullanilarak bulundu. DNA stok ¢dzeltisinde Aozgo/Azso
oraninin 1,8-2,0 araliginda olup olmadigi kontrol edildi. Azeo/Azgp oraninin 1,8-2,0

arasinda olmasi, protein miktarinin serbest hale gectigini gostermektedir (Reichman ve

ark. 1954).

3.3.2. Elektronik absorpsiyon spektroskopisi yontemi

Elektronik absorpsiyon spektrumlari; GBC marka, Cintra 303 model spektrofotometre

ile alindi.

Sentezlenen komplekslerin DNA ile etkilesimlerini elektronik absorpsiyon yontemi ile
belirlemek igin, Once bir dizi komplekstDNA c¢o6zeltisi hazirlandi. Sentezlenen
kompleksin ¢ozeltisi belirli derisimde ve Tris-HCI/NaCl tamponu iginde hazirlandiktan
sonra, bu ¢ozeltiye mikrolitrelik hacimlerle artan miktarlarda CT-DNA ¢ozeltisi
eklendi.
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Kompleks ¢6zeltisine CT-DNA ¢ozeltisinin eklenmesiyle hazirlanan kompleks+DNA
¢ozeltilerinin 200-400 nm dalga boyu araliginda spektrumlari alindi.  Spektrumlar

alinmadan Once ornekler, vorteks’te karistirildi.

Titrasyon verilerinden yararlanilarak komplekslerin DNA’ya baglanma sabiti; K

belirlendi. Baglanma sabitinin belirlenebilmesi i¢in asagidaki esitlik (McGhee-von
Hippel (MvH) metodu) kullanildi (Pyle ve ark. 1989).

[DNA]/(ea— &5) = [DNA]/(en— &5) + LIKp(ep— &5) (3.3.2-1)

Esitlikte [DNA]; DNA baz ¢ifti konsantrasyonu, &,; A /[kompleks] ile hesaplanan

gozlenen
molar soniim katsayisi degeri, &; ¢ozeltideki serbest formdaki kompleksin molar séniim
katsayisi, &, ise kompleksin c¢ozeltideki bagli formunun molar soniim katsayisidir.
Burada; [DNA] degerlerine karsi [DNA]/(¢a — &) degerleri grafige gecirilir ve elde

edilen dogru denkleminin yardimiyla Ky degeri bulunur.

3.3.3. Floresans spektroskopisi yontemi

Floresans spektrumlar;; Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji

Boliimii’nde bulunan Jasco FP-750 model spektroflorometre ile alindi.

Floresans spektroskopisi ile emisyon olgiimleri; EB ¢ozeltisi ile doyurulmus ve emisyon
seviyesi Olglilmiis CT-DNA ¢ozeltisine artan derisimlerde kompleks c¢ozeltilerinin
mikrolitrelik hacimlerle eklenmesi ile gerceklestirildi. Kompleksler artan derisimlerde

ilave edildikce EB+DNA ¢d6zeltisinin emisyon siddetinde meydana gelen azalmadan
yararlanarak, asagidaki esitliklerinde yardimiyla Kg, (komplekslerin floresans séndiirme
yeteneklerini belirten Stern-Volmer sabiti) ve Ky, (komplekslerin EB+DNA
¢ozeltisinin emisyon siddetini % 50’ye disiirdiigii andaki goriinir DNA baglanma
sabiti) degerleri belirlendi. Stern-Volmer esitligi asagida gosterildi (Lee ve ark. 1993,
Lakowicz ve ark. 1973).
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lo/l = 1+Kg,[Kompleks] (3.3.3-1)

Esitlikte verilen lp; ortama kompleks eklenmeden onceki floresans yogunlugunu, I;
kompleks iceren EB+DNA c¢ozeltilerinin floresans yogunlugunu K. sondiirme
katsayisin1 ve [Kompleks]; kompleks derisimini ifade etmektedir. Burada, [Kompleks]
degerlerine kars1 Io/l degerleri grafige gecirilir ve elde edilen dogrunun egiminden Kgy,

bulunur.

Kapp[Kompleks] = Kes[EB] (3.3.3-2)

Esitlikte verilen Kapp, Komplekslerin EB+DNA ¢6zeltisinin emisyon siddetini % 50’ye
diistirdiigli andaki goriiniir DNA baglanma sabitini, [Kompleks]; kompleks derigimini,
Keg; etidyum bromiiriin belirgin baglayict degerini, [EB] ise etidyum bromiiriin

derisimini gostermektedir (Karlin ve ark. 1987).
3.3.4. Termal denatiirasyon yontemi

Absorbans olgiimleri GBC marka, Cintra 303 model UV-Vis spektrofotometre ile
yapild.

DNA denatiirasyon c¢alismalari, peltier sistemli UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak, 0,5°C.min™ rampa orant ile belli derisimdeki CT-DNA c¢ozeltisi iizerine
yine belli derisimdeki kompleks c¢ozeltisi ilave edilerek hazirlanan ¢ozeltilerin, artan
sicakliga karsilik 260 nm dalga boyundaki absorbans degerlerindeki degisim
incelenerek gerceklestirildi. CT-DNA’nin kompleks varliginda ve yoklugunda, 260
nm’deki absorbans degerleri 6lgiildii. t(°C)’ye karsi absorbans degerleri grafige gecirildi
ve T ve T (DNA 1sitildiginda sarmal yapiin yarisin kayboldugu sicaklik; erime

sicaklig1) degerleri belirlendi.

Tm, cift sarmalin kararliligin1 belirten bir parametre olup, kompleksin CT-DNA’ya
baglanma giiciine gore degisir. Bu sebeple termal denatiirasyon yontemi, kompleksin

CT-DNA'’ya baglanmasindaki kararliligini belirlemek i¢in kullanilir.
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AT =Tn—Tn (3.3.4-1)

T’ sadece CT-DNA ve Tp; kompleks+tDNA c¢ozeltilerinin erime sicakligini
belirtmektedir. ATp, degerlerinin  yiiksek olmasi, komplekslerin CT-DNA ile

etkilesiminin de o oranda giiclii oldugunu gostermektedir.
3.3.5. Agaroz jel elektroforez yontemi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin bir elektriksel alan uygulandiginda, sivi iceren bir
ortamda hareket hizlarinin olgtildiigi kromotografik bir yontemdir. Jel elektroforezi
DNA molekiillerini farkli biiyiikliik, yik ve esnekligine gore ayirabilmektedir.
Elektroforezde, DNA tasidig1 negatif yiik sebebiyle elektrik alan ig¢inde katottan anoda
dogru hareket eder. Biiyiik yapili molekiiller yavas siiriiklenirken daha kiigiik yapili
molekiiller daha hizli siiriiklenir. Iste siiriiklenme hizlarindaki bu farklilik nedeniyle bu

yontem DNA-kompleks etkilesimlerinin incelenmesinde kullanilmaktadir.

Komplekslerin DNA boélme etkileri, agaroz jel elektroforez yontemi ile arastirilirken
calismalarda, pUC19 plazmid DNA kullanildi. Plazmid DNA; baz1 6karyot hiicrelerinde
ve bakterilerin genelinde bulunan genomik DNA’dan (asil kromozomdan) bagimsiz

olarak kendi kendini esleyebilen acik sarmal yapida halkasal bir DNA tiiriidiir.

O/
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Sekil 3.3.5.1. Plazmid DNA

Deoksiriboniikleik asit (DNA), genellikle siipersarmal yapida bulunmaktadir. Metal
kompleksleri ile DNA etkilesimleri sonucunda siipersarmal yapida bir takim
degisiklikler meydana gelmektedir. Interkalasyon ile DNAya baglanan bilesikler, siiper
sarmal yapmnin agilarak seklinin degismesine veya boyunun uzamasina neden

olmaktadir (Richards ve Rodger 2007).
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Bu degisimler siiper sarmal DNA’nin elektroforetik davranislarinda farkliliklar
meydana getirmekte ve bu farkliliklar sayesinde de baglanmanin dogasi hakkinda

yorum yapilabilmektedir.

pUC19 plazmid DNA’sinin agaroz jel elektroforezi sonrasindaki goriintiisiinde; ana
bant olarak siiper sarmal formunun (Form I) bandi1 gériilmektedir, eger komplekslerin
DNA bolme aktiviteleri varsa dairesel gevsek sarmal formunun bandi (Form II)
artmakta sliper sarmal bandi (Form I) azalmaktadir. DNA bolme aktivitesinin ileri
diizeyleri ise dogrusal form (Form III) bandinin olusmasimma neden olmaktadir.
Elektroforez ¢alismalarinda bu yapilar jel iizerinde yiiriitiildiiglinde, genel olarak siiper
salmal formu en hizli sekilde ilerlemekte, dogrusal form da dairesel gevsek sarmal

formdan daha hizl sekilde ilerlemektedir.

Form |
Form II
Form III
':5'} Form I
Form II

Sekil 3.3.5.2. Plazmid DNA formlar1 ve agaroz jeldeki go¢ hizlari

Calismada kullanilmak tizere; 5 ul. DNA ornekleri igeren, farkli derigsimlerde kompleks
¢ozeltilerinin bulundugu, 5 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl (pH=7,2) tampon ¢ozeltisinde,
50 uL final hacimli olacak sekilde 6rnekler hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler 4 saat siire
ile karanlikta 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda &rnekler 3 pL yiikleme
tamponu (Brom fenol mavisi (%00,5), Siikroz (%40), EDTA (0,1M, pH=8) ve SDS
(%0,5)) ile karigtirilarak (son hacim 50 pL oldu) jele yiiklendi.

Agaroz jel, %1 derisimde olacak sekilde TBE (89 mM Tris-Borat ve 2 mM EDTA
pH=8,3) tamponu icerisinde mikrodalga firinda sicaklik ile ¢oziildi. Son derisim 0,5
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png/mL olacak sekilde Etidyum bromiir eklenen agaroz ¢ozeltisi, yiikkleme kuyucuklarini
olusturacak tarak takilmis sizdirmaz kalip igerisine dokiildii. Oda sicakliginda, agaroz
¢oOzeltisinin, donarak jel formuna doniismesi beklendi. Jel olustuktan sonra tarak
cikarildi ve jel kalibi, igerisinde TBE (89 mM Tris-Borat ve 2 mM EDTA pH=8,3)

tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.

Sonrasinda, jel tizerindeki kuyucuklara yukarida agiklandigi sekilde hazirlanan 6rnekler
yuklendi. Yiikleme sonrasinda gii¢c kaynagi ile jele 2 saat siire ile 60 V akim uygulanda.

Boylece plazmid DNA’siin jel i¢erisinde anoda dogru go¢ etmesi saglandi.

Siire sonunda jel igerisindeki DNA’lar fotograf makinesi eklentili transiliiminator
yardimi ile UV 1s1k altinda goriintiilendi. (DNA 6rneklerini gériintiileme yolu etidyum
bromiir ile boyamadir. UV 15181 altinda floresans etki gosteren etidyum bromiir, jeldeki
cift zincirli DNA molekiillerinin bazlar1 arasina girerek UV 151kl transilliiminator

lizerinde goriintiilenebilir).

Goriintiiler analiz edilerek komplekslerin DNA bolme etkileri ve olast mekanizmalari;
indirgeyici ve radikal tutucularin varligr ve yoklugunda gerceklestirilen uygulamalar
sayesinde yorumlandi. DNA bolme calismalarinda, reaktif oksijen tiirlerinin etkisini
analiz etmek i¢in degisik radikal sondiiriiciiler kullanilir. Calismada; hidroksil radikali
sondiiriiciisii olarak DMSO kullanildi.

3.4. Sitotoksisite Olciimlerinin Yapilmasi

3.4.1. Kullamlan hiicre hatlari ve hiicre Kkiiltiirii sartlar

Komplekslerin sitotoksisite Olgtimlerinde A549 (insan akciger kanser), MCF-7 (insan
meme kanser), Caco-2 (insan kolon kanser) ve BEAS-2B (insan brons epitel saglikli)

hiicre hatlar1 kullanilda.

Hiicre kiiltiirleri; havalandirmali T75 flasklar icerisinde, 37°C’de ve %5 CO7’li ortama

sahip inkiibatorde yapildi. Flasklara konulacak besiyeri; RPMI Medium + %10 fetal
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kalf serum + 2mM L-glutamin, 50 pg/mL penisilin ve 50 ug/mL streptomisinden

olusacak bi¢cimde hazirlandi.
3.4.2. XTT testi

XTT hiicre canlilik testi, renk degisimine dayal1 hiicresel metabolik aktiviteyi dlgen bir
testtir. Test boyunca sar1 tetrazolium tuzu XTT, metabolik olarak aktif olan hiicrelerde
dehidrogenaz enzimi tarafindan yogun renkli formazan boyasina indirgenir. Bu
donilisiim yalnizca canli hiicrelerde meydana gelir ve iretilen formazanin miktari
ornekteki canli hiicre sayisiyla orantilidir. Testte olusan formazan boyast sulu
¢ozeltilerde ¢oziinebilir ve 450 nm’de absorbansi dlgililerek miktar1 hesaplanir. PMS (N-
Methylphenazonium  methyl sulfate) gibi elektronla baglanan  maddeler

hiicrelerde XTT indirgenmesinin etkinligini anlamli 6l¢iide arttirir. XTT hiicre canlilik
testi, bir¢ok hiicre hattina uygulanabilir ve genellikle her kuyucuk i¢in 0,2-2X104 hiicre

yeterli olmaktadir.

XTT o6l¢im soliisyonunu hazirlamak icin, XTT Orneklerine (kompleks c¢ozeltileri)
elektron baglama soliisyonu eklendi (1:50 hacim oraninda). Ornegin; 96 kuyucuklu
plate i¢in 5ml XTT soliisyonuna ve 0,1 mL elektron baglama soliisyonuna gerek vardir).
96 kuyucuklu plate’nin ( her bir kuyucuk 100-200 uL/kuyucuk besi yeri igerir) her bir
kuyucuguna 50 uL XTT 6lglim soliisyonu ilave edildi. 450 nm’de absorbans degerleri

o6l¢iildii. Optimum inkiibasyon siiresi, hiicre tipine ve hiicre sayisina gore degisir.
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4. BULGULAR

4.1. Ligantlarin Protonlanma Sabitlerinin ve Komplekslerin Kararhlhik (Olusum)

Sabitlerinin Belirlenmesi
4.1.1. Ligantlarin protonlanma sabitlerinin belirlenmesi

Ikili ve karisik ligant komplekslerinin kararlilik sabitlerinin belirlenebilmesi igin,
ligantlarin protonlanma sabitlerinin bilinmesi gereklidir. Bu nedenle, ilk 6nce her bir
ligandin protonlanma sabitleri, 0,1 M KCI iyonik ortaminda ve sabit sicaklikta
potansiyometrik titrasyon yontemi ile elde edilen verilerin BEST bilgisayar programina

uygulanmast ile belirlendi (Cizelge 4.1.1.1).
a) Fenantrolin tiirevlerinin protonlanma sabitleri

Calismada kullanilan 1,10-fenantrolin(phen), 4-metil-1,10-fenantrolin(4-mphen) ve 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolin(dmphen), A; ligandlar1 nétral, suda ¢oziinmeyen, ayrisabilen
protonu olmayan ve iki tane N-verici atomu bulunan ligandlardir. Titrasyon hiicresine
ligand ve ligandin mmoliiniin en az bes kat1 kadar 0,1 M HCI eklenerek ligandlarin
protonlanmasi ve ¢ozlinmesi saglandi. Ligand ¢ozeltilerinin 0,1 M KOH ¢ozeltisi ile 0,1
M KCI iyonik ortaminda, 35°C ve 45°C sicakliklarda titrasyonlar1 yapildi ve her titrant
ilavesinden sonra hiicre potansiyelleri 6l¢iildii. Olgiilen potansiyel degerlerinden (mV),
hiicre kalibrasyonundan elde edilen esitligin de yardimiyla pH degerleri hesaplandi.
Farkli ligand derisimleri igin titrasyonlar tekrarlandi. Milimol ligand basina milimol
bazi tanimlayan m (mmol baz/mmol ligand) degerlerine karst pH degerleri grafige

gegirildi ve potansiyometrik titrasyon egrileri ¢izildi (Sekil 4.1.3.1 — Sekil 4.1.3.3).

Protonlanmis phen, 4-mphen ve dmphen (H.A?") ligandlarinin potansiyometrik titrasyon
egrileri incelendiginde (Sekil 4.1.3.1 — Sekil 4.1.3.3’te II nolu egriler), m=1,0 ve
m=2,0’de iki doniim noktasi gozlendi. m=0,0-1,0 tampon bolgesinde ve yaklasik
pH=2,0’de ligandin yapisindaki azot atomlarindan birine bagli olan proton ayrisir.
Ligandin yapisinda yer alan ikinci azot atomuna bagli proton ise daha yiiksek pH’da
(yaklasik pH = 4,0 — 6,0) ayrisir.
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A ligandinin basamakli protonlanma denge tepkimeleri (4.1.1-1 ve 4.1.1-3) ve bu denge

tepkimelerine ait denge sabitleri ise (4.1.1-2 ve 4.1.1-4) esitlikleri ile gosterildi.

K
A+H" & HA' (4.1.1-1)
Knp = 2] 4.1.1-2
O [ALH] (4112
Kne)
HA*+H" & H,A% (4.1.1-3)
" [HATHY D

A ligandinin birinci protonlanma sabiti, (4.1.1-2) esitligi ile ikinci protonlanma sabiti

ise, (4.1.1-4) esitligi ile gosterildi.

b) L-triptofamin protonlanma sabitleri

Aromatik yapida bir L-amino asit olan L-triptofan (L-Trp), HB ; suda ¢oziinmeyen,
fakat ayrisabilen bir protona sahip olan bir liganddir. Titrasyon hiicresine L-Trp ve
bunun mmoliiniin en az bes kat1 kadar 0,1 M HCI eklenerek ligandin protonlanmasi ve
¢Oziinmesi saglandi. 0,1 M KCI iyonik ortaminda, 35°C ve 45°C sicakliklarda 0,1 M
KOH c¢ozeltisi ile potansiyometrik titrasyonlar1 yapildi. Potansiyometrik titrasyon

verilerinden yararlanarak titrasyon egrileri ¢izildi (Sekil 4.1.3.1 — Sekil 4.1.3.3).

Protonlanmis L-triptofanin (H,B™) titrasyon egrileri incelendiginde (Sekil 4.1.3.1-
4.1.3.2°de I nolu egriler), m=1,0 ve m=2,0’de iki doniim noktasi1 gozlendi. m=0,0-1,0
tampon bolgesinde ayrisan ilk proton, asidik bolgedeki, -COOH grubunun protonudur.
m=1,0-2,0 tampon bdlgesinde ayrisan ikinci proton ise, daha yiiksek pH’da yaklasik

pH=8,0-10,0 araliginda ayrisan amin(—-NHz") grubunun protonudur.
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Triptofanat iyonunun (B") basamakli protonlanma denge tepkimeleri (4.1.1-5 ve 4.1.1-7)

ve bu denge tepkimelerine ait denge sabitleri ise (4.1.1-6 ve 4.1.1-8) esitlikleri ile

gosterildi.
KNH5*
B+H" & HB
[HB]
KNHet = —/————
" T BT [H]
Kcoon
HB+H" & H,B"
K _ [H;B"]
COOH = —[HB].[H"]

Cizelge 4.1.1.1. Ligantlarin farkli sicakliklarda potansiyometrik yontem
protonlanma sabitleri (1=0,1 M KClI, t=25, 35 ve 45°C)

(4.1.1-5)

(4.1.1-6)

(4.1.1-7)

(4.1.1-8)

ile bulunan

Ligant log K 25°C 35°C 45°C
phen log Kn) 503* | 4,75+0,03 | 4,17 +0,01
log Kne | 1,73* <1 <1
4-mphen | log Ky 552* | 5,25+0,03 | 4,99 +0,03
log Kn2) <1* <1 <1
dmphen | log Kngy 5,89* | 5,68 +0,01 | 5,54+0,01
logKng | 0,61% <1 <1
L-trp | log Knnye | 9:32% | 8,77+0,01 | 811+0,03
log Kcoon | 2,43* | 2,16£0,04 | 1,98 +0,02

*Grubumuz tarafindan yapilan bir tez ¢alismasinda hesaplanmustir.

*(Inci ve ark. 2014 ve Inci ve ark. 2016)
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4.1.2. 1kili komplekslerin kararlihk (olusum) sabitlerinin belirlenmesi

Ikili komplekslerinin kararlilik (olusum) sabitlerini belirlemek igin, metal:ligant orani
(1:1) olacak sekilde Cu(Il) iyonu ve ligantlar1 igeren ¢ozeltilerinin 0,1 M KCI iyonik
ortaminda, 35°C ve 45°C sicakliklarda potansiyometrik titrasyonlar1 yapildi.

Cu(Il) iyonu igeren ¢ozeltiye ligandlar kati olarak eklendi. Ligandlar1 protonlamak igin
ise, ayni ¢ozeltiye 5 mL 0,1 M HCI ¢ozeltisi ilave edildi. Cu(II) iyonu ve protonlanmis
ligandlar1 (H,A?* veya H,B") igeren ¢ézeltilerin 0,1 M KCl iyonik ortaminda, 35°C ve
45°C sicakliklarda ayarli KOH ¢ozeltisi ile potansiyometrik titrasyonlar1 yapildi.
Titrasyon sirasinda potansiyel okumalari, mV olarak, her KOH ilavesinden sonra 90
s.’lik ara olacak sekilde otomatik olarak yapildi. Potansiyometrik titrasyonlardan elde
edilen veriler kullanilarak, m’e kars1 pH degerleri grafige gecirildi (m; mmol baz/mmol
metal). Elde edilen potansiyometrik titrasyon egrileri, (Sekil 4.1.3.1 — Sekil 4.1.3.3)’te

IV nolu egriler ile gosterildi.

Cu(Il) iyonu ve protonlanmis phen, 4-mphen, dmphen ligandlarinm1 igeren ¢dzeltilerin
(H2A2+) potansiyometrik titrasyonlarinda m=2,0’de ve m=3,0’te iki doniim noktasi
gozlendi. m=2,0’de gozlenen doniim noktasi, m=0,0-2,0 tampon bolgesinde (4.1.2-1)
denge tepkimesine gore CuA?* kompleksinin olustugunu gostermektedir. m=2,0’den
itibaren, CuA?  kompleksinden CuA(OH)* hidrokso kompleksinin olustugu
diisiiniilebilir. Olusan CuA®* ve CuA(OH)* komplekslerinin denge tepkimeleri (4.1.2-1
ve 4.1.2-3) ve bu denge tepkimelerine ait denge sabitleri ise (4.1.2-2 ve 4.1.2-4)
esitlikleri ile gosterildi.

K1
Cu** + H,A™ & CuA™ +2H" (4.1.2-1)

_ [CuA?*][H"P?
' 7 [H,A?%*].[Cu?*]

(4.1.2-2)
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KmAH-1
CuA®*+H,0 & CuA(OH)" +H* (4.1.2-3)

[CuUA(OH)*].[H"]

KMAH-1: [CuA2+].[H20] (412-4)

Kma
Cu”*+A & CuA™ (4.1.2-5)
Ko, = LCUATT 41.9-6
" 1Al cu] a0

(4.1.2-5) denge tepkimesine gore olusan (1:1) mol oranindaki CuA?* koordinasyon
bilesiginin kararlilik (olusum) sabiti; Kpa Ve CuA(OH)+ koordinasyon bilesiginin
hidroliz sabiti; Kyan-1, potansiyometrik titrasyon verilerinin  BEST bilgisayar

programina uygulanmasi ile hesaplandi (Cizelge 4.1.2.1).

Cu(Il) iyonu ve protonlanmis L-triptofan igeren ¢ozeltilerin potansiyometrik
titrasyonlarinda, m=2,0’de ve m=3,0’te iki doniim noktas1 gozlendi. m=0,0-2,0 tampon
bolgesinde (4.1.2-1) denge tepkimesine gore, CuB® kompleksinin olustugu ve
m=2,0’den itibaren daha yiiksek pH bolgesinde ise, CuB* kompleksinden CuB(OH)
hidrokso kompleksinin olustugu diisiiniildii. Olusan CuB* ve CuB(OH) komplekslerinin
denge tepkimeleri (4.1.2-7 ve 4.1.2-9) ve bu denge tepkimelerine ait denge sabitleri ise
(4.1.2-8 ve 4.1.2-10) esitlikleri ile gdsterildi.

K1
Cu®* +H,B® & CuB" +2H" (4.1.2-7)

‘- [CuB*].[H*]? 412.8
' 7 [H,B*].[Cu?] (4.1.2-8)
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KmBH-1

CuB*+H,0 &= CuB(OH) +H"

_ [CuB(OH)].[H']
[CuB*].[H,O0]

Kwveh-1 =

Kwve
Cu”*+B & CuB*
[CuB*]

(4.1.2-9)

(4.1.2-10)

(4.1.2-11)

(4.1.2-12)

(4.1.2-11) denge tepkimesine gore olusan (1:1) mol oranindaki CuB” koordinasyon

bilesiginin kararlilik (olusum) sabiti; Kmg ve CuB(OH) koordinasyon bilesiginin

hidroliz sabiti; Kwmgen-1,

programina uygulanmasi ile hesaplandi (Cizelge 4.1.2.1).

potansiyometrik titrasyon verilerinin BEST bilgisayar

Cizelge 4.1.2.1. Cu(ll) iyonunun phen, 4-mphen, dmphen ve L-trp ligantlar: ile
olusturdugu ikili komplekslerin kararlilik (olusum) sabitleri (1=0,1 M KCI, t=25, 35 ve

45°C)
Ligant log K 25°C 35°C 45°C
phen log Kva 6,88* | 5,61+0,02 | 5,15+0,02
log Kman1 | 0,48* | -1,16 £0,07 | -0,77 £ 0,03
4-mphen | log Kua 6,96* | 6,48 +0,01 | 6,07 +0,01
log Kman1 | 0,49* | -0,83+0,08 | -0,31 £0,08
dmphen | log Kma 757 | 7,16+0,02 | 6,77 +£0,02
log Kman1 | 1,32* | 0,55+0,29 | 0,29+0,14
L-trp | log Kuvs 7,96 | 7,14+0,01 | 6,59 0,01
log Kmgn1 | 1,39* | 0,73+£0,14 | 0,56 +0,04

*Grubumuz tarafindan yapilan bir tez ¢caligmasinda hesaplanmustir.

*(Inci ve ark. 2014 ve Inci ve ark. 2016)
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4.1.3. Kanisik ligant komplekslerinin kararhilik (olusum) sabitlerinin belirlenmesi

Cu(ll) iyonu, phen tiirevleri ve L-trp igeren ¢ozeltilerinin 0,1 M KCI iyonik ortaminda,
25°C, 35°C ve 45°C sicakliklarda potansiyometrik titrasyonlar: yapildi. Cu(II)
¢ozeltisine (1:1:1) mol oranlarinda olacak sekilde fenantrolin tiirevleri ve L-triptofan
kati olarak eklendi. Ligandlarin protonlanmasi i¢in asit ilave edildi. Cu(ll) iyonu ile
protonlanmis ligandlar1 igeren ¢ozeltilerin 0,1 M KCI iyonik ortaminda, 25°C, 35°C ve
45°C sicakliklarda ayarli KOH ¢o6zeltisi ile potansiyometrik titrasyonlar: yapildi.
Titrasyon sirasinda mV okumalari, 90 s. ara ile otomatik olarak yapildi. Potansiyometrik
titrasyonlardan elde edilen veriler kullanilarak, m’e kars1 pH degerleri grafige gegcirildi
ve titrasyon egrileri ¢izildi. Elde edilen potansiyometrik titrasyon egrileri, (Sekil 4.1.3.1
— Sekil 4.1.3.3)’te (V nolu egriler) gosterildi.

Tim potansiyometrik titrasyon egrilerinde m=4,0’te bir doniim noktas1 gozlendi. Olusan
CUAB" koordinasyon bilesiginin olusumuna ait denge tepkimesi (4.1.3-1) esitligi ve

denge sabiti (4.1.3-2) esitligi ile gosterildi.

K1
Cu* + H,A* + H,B* = CuAB" +4H* (4.1.3-1)

[CuAB*].[H*]*

Ky = 4.1.3-2
7 [H,B*].[H.A%].[Cu®"] 4132
Kwmas
Cu*+A+B = CuAB* (4.1.3-3)
[CuAB*]
Kmas = (4.1.3-4)

[B-].[A].[Cu?"]

(4.1.3-3) denge tepkimesine gore, CuAB" tiiriinde olusan karisik ligand komplekslerinin
(4.1.3-4) esitligi ile verilen kararlilk (olusum) sabitleri; log KM ,g, potansiyometrik
titrasyon verilerinin BEST bilgisayar programina uygulanmasiyla hesaplandi. Karisik

ligand komplekslerinin kararlilik (olusum) sabitleri (Cizelge 4.1.3.1)’de verildi.
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Sekil 4.1.3.1. Cu(ll):phen:L-trp sisteminin titrasyon egrileri: 1-) Sadece L-trp 11-) Sadece
phen I11-) (1:1) Cu(Il):L-trp 1V-) (1:1) Cu(ll):phen V-) (1:1:1) Cu(ll):phen:L-trp
(a=35°C ve b = 45°C)
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Sekil 4.1.3.2. Cu(ll):4-mphen:L-trp sisteminin titrasyon egrileri: 1-) Sadece L-trp 11-) Sadece
4-mphen 111-) (1:1) Cu(ll):L-trp 1V-) (1:1) Cu(ll):4-mphen V-) (1:1:1) Cu(Il):4-mphen:L-trp
(a=25°C, b =35°C, c =45°C)
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Sekil 4.1.3.3. Cu(ll):dmphen:L-trp sisteminin titrasyon egrileri: 1-) Sadece L-trp Il-)
Sadece dmphen I11-) (1:1) Cu(ll):L-trp 1V-) (1:1) Cu(ll):dmphen V-) (1:1:1)
Cu(I):dmphen:L-trp (a = 35°C ve b = 45°C)
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Karisik ligand kompleks olusumunda yer alan ligandlarin, hangisinin birincil hangisinin
ikincil ligand olduguna karar vermek amaciyla logKMap ve logKMBg kararlilik
sabitlerinin birbiri ile kiyaslanmasinin gerekli olacagi diisiiniildii. Bu amagla (4.1.3-5)

ve (4.1.3-6) esitlikleri kullanildu.

logkMag = logKMa + logkMap . logKMag = logKMag — logKM, (4.1.3.-5)

logkM g = logKMg + logkMB. logkMBs = logKM A5 — logKMg (4.1.3.-6)

logkMAas ve logKME. sabitleri her bir karisik ligand sistemi icin hesaplandi ve tiim
sistemlerde fenantrolin tiirevlerinin birincil ligand oldugu belirlendi. Karigik ligand
komplekslerinin kararliliklarina sadece kararlilik sabitlerinin esas alinarak karar
verilmesi olduk¢a zor oldugundan, karisik ligand kompleks kararliliklar: ikili
komplekslerin kararliliklari da géz Oniine alinarak degerlendirildi. Bu amagla MAB ve
MA veya MB komplekslerinin kararliliklar1 arasindaki farklar1 (AlogK) karsilagtirmanin
uygun olacagi diistiniildii. AlogK; M(II) ile iliskili olarak MA veya MB komplekslerine
ikinci bir ligandin koordinasyon egilimini niteleyen bir biyiikliiktiir. AlogK degerleri

(4.1.3-7) esitligi ile hesapland1 ve (Cizelge 4.1.3.1)’de verildi.

AlogK = logKMa. - logKMp = logKMB_ - logKM , (4.1.3-7)
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Cizelge 4.1.3.1. Cu(ll) iyonunun phen, 4-mphen, dmphen ve L-trp ligantlar ile
olusturdugu karisik ligant komplekslerinin kararlilik (olusum) sabitleri (1=0,1 M KCI,
t=25, 35 ve 45°C)

Sicakhik | Ligant A | LigantB | logKMag | log KMaAg | log KMAg | Alog K
phen 17,16 * 10,28* 9,20* +2,32*

25°C 4-mphen L-trp 17,43 £0,02 10,47 9,47 +2,51
dmphen 17,69* 10,12* 9,73* +2,16*

phen 15,02 +£ 0,02 9,41 7,88 + 2,27

35°C 4-mphen L-trp 15,96 + 0,02 9,48 8,82 +2,34
dmphen 16,34 £ 0,02 9,18 9,20 + 2,06

phen 13,84+ 0,02 8,69 7,25 + 2,10

45°C 4-mphen L-trp 14,89+ 0,03 8,82 8,30 +2,23
dmphen 15,28+ 0,03 8,51 8,69 +1,92

*Grubumuz tarafindan yapilan bir tez ¢aligmasinda hesaplanmistir.
*(Inci ve ark. 2014 ve Inci ve ark. 2016)

4.1.4. Kansik ligant sistemlerinde tiirlerin dagilim

Bu calismada potansiyometrik verileri ile hesaplanmis olan ligandlarin protonlanma
sabiti degerleri, ikili ve karigik ligand komplekslerinin kararlilik sabiti degerleri SPE
bilgisayar programina uygulandi. Tiim karisgik ligant sistemlerinde olusan tiirlerin

dagilimin1 goérebilmek amaciyla, pH’a kars1 tiirlerin dagilimini gosteren grafikler ve bar

diyagramlari ¢izildi (Sekil 4.1.4.1— Sekil 4.1.4.7).

Sekil 4.1.4.1 ve 2’de, Cu(ll):phen:L-trp sistemi igin ¢izilen farkli sicakliklardaki
dagilim diyagramlarinda; pH=2’de ortamda yaklasik %40 oraninda [Cu(phen)]2+
kompleksinin, %20 oraninda ise [Cu(phen)(L-trp)]" kompleksinin oldugu
goriilmektedir. pH=4 civarinda ortamda [Cu(phen)(L-trp)]” kompleksinin orani

%87’lere ve pH=5"ten sonra ise %97 lere ulagmaktadir.
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Farkli sicakliklarda, Cu(ll):4-mphen:L-trp sistemi i¢in ¢izilen dagilim diyagramlarina
bakildiginda; pH=2 civarinda ortamda [Cu(4-mphen)]** kompleksi yaklasik %43
oraninda mevcut iken, [Cu(4-mphen)(L-trp)]” kompleksinin %25-30 oraninda oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.1.4.3 — Sekil 4.1.4.5). [Cu(4-mphen)(L-trp)]” kompleksinin orani

pH’1n artmasiyla artmakta ve pH=5"ten itibaren %98’lere ulagsmaktadir.

Sekil 4.1.4.6 ve Sekil 4.1.4.7°de Cu(ll):dmphen:L-trp sistemi igin ¢izilen dagilim
diyagramlarina bakildiginda ise; pH=2’de ortamda yaklasik olarak %51-58 oraninda
[Cu(dmphen)]** kompleksinin, %16 oraninda ise [Cu(dmphen)(L-trp)]* kompleksinin
oldugu goriilmektedir. pH=4 civarinda ortamda [Cu(dmphen)(L-trp)]® kompleksinin

oran1 %88’lere ve pH=>5’ten sonra ise %96’lara ulagmaktadir.
4.1.5. Termodinamik parametrelerin belirlenmesi
Farkli sicakliklarda, ikili ve karigik ligant kompleksleri i¢in hesaplanan kararlilik sabiti

degerlerinden termodinamik parametreleri (AH, AS ve AG) belirlemek i¢in, asagida
verilen (4.1.5-1) ve (4.1.5-2) esitlikleri birlestirildi ve (4.1.5-3) esitligi elde edildi.

AG = -RT InK (4.1.5-1)
AG=AH - T AS (4.1.5-2)
InK = (FAH/R) (1/T) + (AS/R) (4.1.5-3)

4.1.5-3 esitliginden yararlanarak, 1/T degerlerine karsi farkli sicakliklarda hesaplanan
InNK degerleri grafige gecirildi. Elde edilen dogru bize, AH degerinin farkli sicakliklarda
sabit oldugunu gosterdi. Tim sistemler igin ¢izilen grafiklerde, bu dogrunun
egiminden(-AH/R) AH degerleri, kesim noktasindan(AS/R) ise AS degerleri belirlendi.
AH ve AS’nin belirlenen degerleri ile 25°C sicaklik i¢in AG degerleri hesaplandi.
(Cizelge 4.1.5.1 ve Cizelge 4.1.5.2).
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Sekil 4.1.4.1. pH’1n bir fonksiyonu olarak Cu(Il):phen:L-trp sisteminde olusan tiirlerin
dagilim diyagrami ve bar grafigi (t=35°C)
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Sekil 4.1.4.2. pH’1n bir fonksiyonu olarak Cu(II):phen:L-trp sisteminde olusan tiirlerin
dagilim diyagrami ve bar grafigi (t=45°C)
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Sekil 4.1.4.3. pH’in bir fonksiyonu olarak Cu(Il):4-mphen:L-trp sisteminde olusan
tirlerin dagilim diyagrami ve bar grafigi (t=25°C)
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Sekil 4.1.4.4. pH’in bir fonksiyonu olarak Cu(Il):4-mphen:L-trp sisteminde olusan
tirlerin dagilim diyagrami ve bar grafigi (t=35°C)
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Sekil 4.1.4.5. pH’in bir fonksiyonu olarak Cu(Il):4-mphen:L-trp sisteminde olusan
tirlerin dagilim diyagrami ve bar grafigi (t=45°C)
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Sekil 4.1.4.6. pH’in bir fonksiyonu olarak Cu(Il):dmphen:L-trp sisteminde olusan
tiirlerin dagilim diyagrami ve bar grafigi (t=35°C)
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Sekil 4.1.4.7. pH’in bir fonksiyonu olarak Cu(II):dmphen:L-trp sisteminde olusan
tiirlerin dagilim diyagrami ve bar grafigi (t=45°C)

81



18

Cu(ll)-phen
16 *
14 -
In K *
12 A
10 1
8 : : : : :
0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340
1/TE™
17

Cu(ll)-4mphen

16
InK15 A
14

13

0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340
1/TE™

18,0
Cu(I1)-dmphen

17,5
17,0
InK16,5 {
16,0 1
15,5 1

15,0 \ \ ‘ ‘ :

0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340
1/T@K™

19
Cu(ll)-trp

18 -

17 +

In K

16 -

15 +

14 . . . . .

0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340
1/TK™

Sekil 4.1.5.1. ikili komplekslerin farkli sicakliklarda hesaplanan InK degerlerinin
1/T’ye karsi ¢izilmis grafikleri
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Sekil 4.1.5.2. Karisik ligant komplekslerinin farkli sicakliklarda hesaplanan InK
degerlerinin 1/T’ye kars1 ¢izilmis grafikleri
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Cizelge 4.1.5.1. Cu(ll) iyonunun phen, 4-mphen, dmphen ve L-trp ligandlar ile
olusturdugu ikili komplekslerin olusum tepkimelerinin termodinamik parametreleri

Cu?" + phen — [Cu(phen)]**

ikili kompleksler AH(kj/mol) AS(j/K.mol) AG(kj/mol), 25°C
[Cu(phen)]** ~157,73 ~399,61 —38,59
[Cu(4-mphen)]?* -80,79 137,86 ~39,69
[Cu(dmphen)]?* 72,58 98,48 43,22
[Cu(trp)]® ~124,53 265,97 45,23

Cizelge 4.1.5.2. Cu(ll) iyonunun phen, 4-mphen, dmphen ve L-trp ligandlar ile
olusturdugu karisik ligant komplekslerinin olugum tepkimelerinin termodinamik
parametreleri

Cu® + phen + trp~ — [Cu(phen)(trp)]*

I;f)‘;:i)‘ll; Esglzrf AH(Kj/mol) AS(/K.mol) | AG(kj/mol), 25°C

[Cu(phen)(trp)]* -302,07 687,30 -97,15
[Cu(4-mphen)(trp)] -230,78 -441,32 -99,20
[Cu(dmphen)(trp)] * -218,88 —-396,09 -100,78
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4.2. Sentezlenen Komplekslerin Yapilarinin Aydinlatilmasi

Bu galismada, nétral ligant olarak fenantrolin tiirevlerinden 1,10-fenantrolin, 4-metil-
1,10-fenantrolin ve 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin ve anyonik ligant olarak ise L-
triptofanat ligantlarinin Cu(II) iyonu ile olusturdugu karisik ligant kompleksleri
sentezlendi. Kompleksler kristal halde elde edildi ve yapilari; elementel analiz,
elektronik absorpsiyon spektroskopisi, IR spektroskopisi ve tek kristal X-1s1mi1 kirinim

yontemi ile aydinlatildi.

4.2.1. Fiziksel 6zellikler

Sentezlenen komplekslerin fiziksel ozellikleri (renk, erime (bozunma) sicakligi ve
molekil kiitlesi) (Cizelge 4.2.1.1)’de verildi. Kompleksler su, etanol ve metanolde ¢ok

1yi ¢oziinmektedir.

Cizelge 4.2.1.1. Komplekslerin renk, erime (bozunma) sicaklig1 ve molekiil kiitlesi

Erime Molekiil
Kompleksler Renk (bozunma) kiitlesi
sicakhg (°C) (9/mol)
Kompleks 1 Koyu yesil 271 600,46
C23H25C|CUN409
Kompleks 2 Koyu mavi 280 614,48
C24H27C|CUN409
Kompleks 3 Yesil 243 1106,09
Cs1H50CU2N1001s

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO,:3H,0},
Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]INO;

4.2.2. Elementel analiz

Sentezlenen komplekslerin elementel analiz (C, H ve N) sonuglari, (Cizelge 4.2.2.1)’de

verildi. Sonuglarin, hesaplanan degerler ile uyum i¢inde oldugu gériildii.
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Cizelge 4.2.2.1. Komplekslerin elementel analiz sonuglari

% Bilesim
Kompleksler
C H N
Kompleks 1 46,36 (46,00) | 4,02 (4,20) | 9,44 (9,33)
Kompleks 2 46,44 (46,91) | 4,22 (4,41) | 9,18 (9,12)
Kompleks 3 51,46 (55,38) | 4,32 (4,56) | 12,64 (12,66)

Hesaplanan degerler parantez iginde verilmistir.
Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO,-3H,0},
Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3

4.2.3. Elektronik absorpsiyon spektroskopisi

Sentezlenen komplekslerin belli derisimlerde (20uM-1000uM) ve uygun ¢Oziicii
igerisinde (Tris-HCI/NaCl) ¢ozeltileri hazirlandi ve elektronik absorpsiyon spektrumlari

alind1. Elektronik absorpsiyon spektrumlarina ait veriler (Cizelge 4.2.3.1)’de 6zetlendi.

Cizelge 4.2.3.1. Sentezlenen komplekslerin elektronik absorpsiyon spektrumlarina ait
veriler

.. .. .. kmak 8 d-d 8
Kompleksler Coziici | (nm) |(L/mol.cm)| gegisleri [(L/mol.cm)
Amak (nm)
Kompleks 1 Tris-HCI/NaCl | 265 | 37220 614 76,1
Kompleks 2 Tris-HCI/NaCl | 266 37085 615 67,5
Kompleks 3 Tris-HCI/NaCl | 272 | 60400 606 142,1

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO,-3H,0},
Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3

Komplekslerin elektronik absorpsiyon spektrumlar1 incelendiginde, 200-280 nm
araliginda phen, 4-mphen, dmphen, L-trp ligantlarina ait yiiksek siddetli n—n* ve
n—n* geciglerini gosteren yiiksek absorbans degerleri goriilmektedir. Sentezlenen
Cu(I1) komplekslerinin her birinde, goriiniir bolgenin 550-650 nm dalga boyu araliginda
daha diisiik absorbans degerleri gozlendi. Bu bolgedeki absorpsiyon, d° elektronik
yapisina sahip Cu(Il) iyonunun goriiniir bolgedeki d-d gegislerine aittir (Sekil 4.2.3.1).
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Sekil 4.2.3.1. Komplekslerin elektronik absorpsiyon spektrumlari; a) [Cu(phen)(trp)]*
b) [Cu(4-mphen)(trp)]* c) [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]
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4.2.4. Infrared (IR) calismalar

Komplekslerin IR spektrumlarindaki karakteristik bantlar belirlendi ve yapilariyla
spektrumlar arasinda iliski kurulmaya calisildi. Komplekslerin IR spektrumlart (Sekil
4.2.4.1 — Sekil 4.2.4.3)’te ve spektrumlardan elde edilen 6nemli gerilme ve egilme

titresimlerine ait frekans degerleri ise (Cizelge 4.2.4.1)’de verildi.

Alman spektrumlarda, 1625-1610 cm™ bolgesinde karakteristik v(C=N) band:
goriilmekte ve bandin 1605-1578 cm™ bolgesindeki diisiik frekanslara kaymasi; phen, 4-
mphen ve dmphen ligandlarinin Cu(Il) iyonuna azot atomlarindan koordine oldugunu
gostermektedir. 850-700 cm™ araligindaki tiresim bantlari ise, fenantrolin halkasindaki
azot atomlarinin koordine kovalent bag ile Cu(Il) iyonuna koordine oldugunu belirten

diger bir sonuctur (Jin ve ark. 1997).

Serbest amino asitler v(COO) (1660-1610 cm™) bolgesinde asimetrik ve v(COO)
(1430-1395 cm™) bolgesinde ise simetrik gerilme titresimleri gibi karakteristik pikler
verirler. Komplekslesme sirasinda ise bu piklerin diisiik ve yiiksek dalga frekansina
kaymasi komplekslesmenin amino aside ait karboksilat grubundan olduguna isaret eder.
1425-1350 cm™ bolgesindeki simetrik v(COO") gerilme bandi, L-trp ligandinin
karboksilat grubundaki oksijeninden Cu(Il) iyonuna koordine oldugunu gostermektedir
(Herlinger ve ark. 1970, Condrate ve ark. 1965). Ayrica metale koordine olan L-trp
ligandindaki amin grubuna ait N-H gerilme titresimlerinin 3280-3100 cm™ bolgesinde

zay1f pikler verdigi goriilmektedir.

Siibstitliie metil grubu igceren 4-mphen ve dmphen ligandlarinin en karakteristik bandi,
1446-1376 cm™’de gozlenen metil grubuna ait, 8(CHj), diizlem ig¢i egilme
titresimleridir. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3 ve  {[Cu(4-
mphen)(trp)]C104-3H,0}, komplekslerinde bu bantlar sirastyla, 1366 ve 1337 cm™ de

goriilmektedir.

Komplekslerin her birinin spektrumunda, 3050-2900 cm™ araliginda gérillen orta

kuvvette veya zayif bantlar aromatik ve alifatik C—H gerilme titresimlerinden
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kaynaklanmaktadir. Yine her bir kompleksin spektrumunda, 1500-700 cm™ araliginda
gorillen C-N titresimleri ve 1800-1500 cm™ araliginda goriilen C=C titresimleri

mevcuttur.

{[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, ve {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0}, komplekslerinin
spektrumlarinda v(OH) (3600-3400 cm™) titresimlerine ait karakteristik pikler
goriilmektedir. Bunlar, metale koordine olmamis kristal suyuna ait O—H gerilme
titresimlerine aittir. Bu iki kompleksin spektrumlarinda sirasiyla 1085 ve 1082 cm™de

gozlenen pikler ise, komplekslerin yapisinda bulunan C104™ iyonuna ait piklerdir.

[[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNOs kompleksinin spektrumuna
bakildiginda kompleksin yapisinda bulunan NO3 ™ iyonuna ait karakteristik keskin nitrat
piki, 1323 cm™de goriilmektedir. Ayrica kompleksin yapisinda bulunan alkol gruba ait

C—O gerilme titresimi ise 1109 cm™ de gozlenmektedir.

Cizelge 4.2.4.1. Sentezlenen komplekslerin secilmis IR spektrum verileri

Vasim Vsim
Kompleksler |v(OH) | v(NH) [(COO) |(COO) [8(CH3) p(C=N) [v(NO3) |[v(ClO,)
3580y
Kompleks 1 | 33230 |3173z | 1615z |1430k - 15800 - 1085k
3610y
Kompleks 2 | 3400y | 2916z | 1608z |1433k |13370 |1579k - 1082k
3160z
Kompleks 3 - 3225z | 16100 |14270 |13660 |1579k |1323k -

y: yayvan, k: kuvvetli, o: orta, z: zayif

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]Cl04-3H,0},

Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO,4-3H,0},

Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]NO3
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Sekil 4.2.4.1. {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin IR spektrumu
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Sekil 4.2.4.2. {[Cu(4-mphen)(trp)]CI04-3H,0}, kompleksinin IR spektrumu
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Sekil 4.2.4.3. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]NO; kompleksinin
IR spektrumu

4.2.5. Tek kristal X-1s1m1 kirinim yéontemi ¢calismalar:

Tek kristali elde edilen {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},, {[Cu(4-mphen)(trp)]ClO,4-3H,0},
ve [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNOs; komplekslerinin molekiil
yapilari, tek kristal X-15mm1 kirmim yontemiyle aydinlatildi. Komplekslerin molekiil
yapilar, (Sekil 4.2.5.1.1, Sekil 4.2.5.1.4 ve Sekil 4.2.5.2-1)’de verildi.

4.2.5.1. {[Cu(phen)(trp)]ClO4-3H,0}, ve {[Cu(4-mphen)(trp)]ClO,4-3H,0},
komplekslerinin tek kristal X-1s1m1 yap1 analizleri

{[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},(1) ve {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0},(2) kompleksle-
rinin kristal yapilart (Sekil 4.2.5.1.1 ve Sekil 4.2.5.1.4)’te gosterildi. Komplekslerin
kristalografik verileri ise, (Cizelge 4.2.5.2.1)’de verildi.

{[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinde asimetrik birim hiicre, 1 tane Cu(Il)

iyonu,l tane phen ligandi, 1 tane trp ligandi, 1 tane koordine olmayan perklorat anyonu
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ve 3 tane kristal 6rgii su molekiiliinden olusmustur. {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0},
kompleksinde ise asimetrik birim hiicre, 1 tane Cu(Il) iyonu, 1 tane 4-mphen ligandi, 1
tane Trp ligandi, 1 tane koordine olmayan perklorat anyonu ve 3 tane kristal orgii su

molekiiliinden olusmustur.

Her iki kompleksinde ortorombik kiral uzay grubunda (P2:2:2;) kristallendigi
bulunmustur. Komplekler benzer yapida olup, tek boyutlu koordinasyon polimeri
seklinde bulunurlar. Polimerizasyon, komsu triptofan ligandinda bulunan karbonil
oksijeninin (O1) merkez Cu(Il) merkez iyonuna koordinasyonu seklindedir [Cul—Oli]
(Sekil 4.2.5.1.2 ve Sekil 4.2.5.1.5). Komplekslerin ikisinde de merkez Cu(ll) iyonu 5
koordinasyonlu, bozulmus kare piramidal geometridedir (CuN3O,). Koordinasyon; trp
ligandinin amino grubundaki azot atomu ve karboksil grubundaki oksijen atomundan,
phen ve 4-mphen ligandlarinin 2 tane N-verici atomlarindan ve aksiyal pozisyondaki
komsu trp ligandinin ise 1 tane karbonil oksijeninden (O1) Cu(Il) merkez iyonuna

baglanmasi ile ger¢eklesmistir.

Kristal yapilar1 gosterilen komplekslerde, koordine Trp ligandinin yapisinda bulunan
aromatik halka ile phen ve 4-mphen ligandlarinin yapisinda yer alan aromatik halkalar

arasinda molekiil i¢i aromatik halka etkilesimi oldugu belirlenmistir.

Komplekslerin koordinasyon geometrileri Addision tau-descriptor (t5) parametre degeri
ile belirlenmektedir (t5=B-0/60; ideal kare piramit geometri icin 15=0, ideal iicgen ¢ift

piramit geometri igin t5=1) (Addision ve ark. 1984). Komplekslerin ikisi ig¢inde t5

degeri 0,22°dir.

{[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},  kompleksi igin CuN3O, koordinasyon kiiresinde
ekvatoryal bag uzunluklari:; Cul-N1 = 2,014(5) A, Cul-N2 = 2,004(5) A, Cul-N3 =
1,990(4) A, Cul-02 = 1,933(4) A, {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksi i¢in ise;
Cul-N1=2,002(7) A, Cul-N2 =1,987(8) A, Cul-N5 = 2,005(7) A, Cul-02 = 1,919(6)
A’diir. Zayif baglanmis aksiyal bag uzunluklari ise: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},
kompleksi i¢in; Cul-01' = 2,253(4) A, {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksi icin
Cul-01'=2,278(7) Adiir (i: 1/2+x, 1/2-y, 1-2)
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Komplekslerin belirtilen kristal yapilari; klasik (N—H---N, N—H---O, O—H---0) ve
klasik olmayan (C—H---O) molekiil i¢i hidrojen bag etkilesimleri ile de desteklenmistir
(Sekil 4.2.5.1.3 ve Sekil 4.2.5.1.6).

Sekil 4.2.5.1.1. {[Cu(phen)(trp)]ClO4-3H,0}, kompleksinin tek kristal X-1simn1 kirinim
yontemi ile aydinlatilan molekiil yapisi. Koordine olmayan perklorat anyonu, kristal orgii
su molekiilleri ve H atomlar1 yapiy1 daha iyi gosterebilmek i¢in sekilde belirtilmemistir.
Termal titresim elipsoidleri %30 olasilikla verilmistir. (Simetri kodlart: (i): x+1/2, -y+1/2,
-z+1 (ii): x-1/2, -y+1/2, -z+1).

Sekil 4.2.5.1.2. {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin bir eksen boyunca
¢izilmis tek boyutlu zincir yapisi.
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Sekil 4.2.5.1.3. {[Cu(phen)(trp)]ClO,4-3H,0}, kompleksinde molekiil ici N—H---O
hidrojen bag: etkilesimleri

Sekil 4.2.5.1.4. {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin tek kristal X-1s11
kirinim yontemi ile aydinlatilan molekiil yapisi. Koordine olmayan perklorat anyonu,
kristal orgii su molekiilleri ve H atomlar1 yapiy1 daha iyi gosterebilmek i¢in sekilde
belirtilmemistir. Termal titresim elipsoidleri %30 olasilikla verilmistir. (Simetri kodlari:
(1): x+1/2, -y+1/2, -z+1 (ii): x-1/2, -y+1/2, -z+1).
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Sekil 4.2.5.1.5. {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin bir eksen boyunca
¢izilmis tek boyutlu zincir yapisi

Sekil 4.2.5.1.6. {[Cu(4-mphen)(trp)]ClO4-3H,0}, kompleksinde molekiil i¢i N—H---O
hidrojen bagi etkilesimleri
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4.2.5.2. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]NO; kompleksinin
tek kristal X-1s1n1 yap1 analizi

[[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3 kompleksinin kristal yapisi
(Sekil 4.2.5.2.1)’de, kristalografik verileri ise (Cizelge 4.2.5.2.1)’de verildi.

Kompleksin monoklinik kiral uzay grubunda (P2;) kristallendigi bulundu. Kristal
yapitya bakildiginda birim hiicrede, her biri bes koordinasyonlu iki ayr1 Cu(Il)
kompleksi; [Cu(dmphen)(trp)(MeOH)]" (1A) ve [Cu(dmphen)(trp)(NOs)] (1B) ve bir
tane koordine olmayan nitrat anyonu oldugu goriilmektedir. Cu(Il) iyonunun
koordinasyon ¢evresinde aksiyal pozisyonlarda 1A kompleksinde 1 tane metanol, 1B

kompleksinde ise 1 tane nitrat anyonu bulunmaktadir.

1A ve 1B kompleks yapilarindaki Cu(II) iyonu etrafindaki koordinasyon, Addision tau-
descriptor (15) parametre degeri 0,22 ve 0,09 olan bozulmus kare piramidal geometridir.
(t5=B-0/60; ideal kare piramit geometri i¢in t5=0, ideal iiggen ¢ift piramit geometri i¢in

15=1) (Addision ve ark. 1984).

Kristal yapisi gosterilen komplekste, koordine trp ligandinin yapisinda bulunan
aromatik halka ile dmphen ligandinin yapisinda yer alan aromatik halkalar arasinda

molekiil i¢i aromatik halka etkilesimi oldugu belirlenmistir.

1A kompleksinde CuN3O;, koordinasyon kiiresinde, Cu2-N(8,9) bag uzunluklar1 sirasi
ile 2,009(6) A ve 2,004(7) A°diir ve Cu2-N10 bag uzunlugundan (1,986(7) A) ¢cok azda
olsa daha uzundur. Buna karsin 1B kompleksinin koordinasyon kiiresinde Cul—N(3,4)
bag uzunluklari sirastyla 1,994(6) A ve 1,990(6) A’diir ve Cul-N2 bag uzunlugundan
(1,997(7)A) az da olsa daha kisadir. Aksiyal Cul-O3 ve Cu2-O11 bag uzunluklari ise
2,314(7) A ve 2,308(6) A’diir. Bu bag uzunluklari literatiirde rapor edilen aksiyal Cu-O
bag uzunluklarinin bilinen degerleri ile ortiismektedir (Patra ve ark. 2003, Patra ve ark.

2007, Patra ve ark. 2008, Zhang ve ark. 2015).
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Kompleksin belirtilen kristal yapisi; klasik (N—H:---N, N—H---O, O—H---0) ve klasik
olmayan (C—H---O) molekiil i¢i hidrojen bag etkilesimleri ile de desteklenmistir (Sekil
4.2.5.2-2).

Sekil 4.2.5.2.1. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]INO3; kompleksinin
tek kristal X-1s11 kirmim yontemi ile aydimlatilan molekiil yapisi. Koordine olmayan
nitrat anyonu ve H atomlar1 yapiy1 daha iyi gosterebilmek icin sekilde belirtilmemistir.
Termal titresim elipsoidleri %30 olasilikla verilmistir.

Sekil 4.2.5.2.2. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]JNO3; kompleksinde
molekiil ici N—H---O hidrojen bag etkilesimleri
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Cizelge 4.2.5.2.1. Sentezlenen ve yapilar1 aydinlatilan komplekslere ait kristalografik

veriler
Kristal Kompleks 1 Kompleks 2 Kompleks 3
Kimyasal C23H25C|CUN409 C24H27C|CUN409 Cs51H50CusN10011
Formiil 600,46 614,48 1106,09
Sicaklik (K) 173(2) 293(2) 173(2)
Dalga boyu (A) 0,71073 0,71073 0,71073
Kristal ortorombik ortorombik Monoklinik
Uzay grubu P2:212; P212:2; P2,
a(A) 8,1385(2) 8,3105(4) 12,0085(15)
b (A) 11,0108(3) 11,1958(6) 11,1778(15)
c(A) 28,1761(8) 28,7556(16) 17,986(2)
a(®) 90 90 90
B(°) 90 90 101,293(4)
v(°) 90 90 90
Kristal 0,07x0,10x0,47 | 0,05x0,07x0,12 0,05x0,12 x 0,31
V (A% 2524,90(12) 2675,5(2) 2367,5(5)
z 4 4 2
Peaica (MQ.M ) 1,580 1,526 1,552
i (mm ) 1,031 0,975 0,974
F(000) 1236 1268 1144
0 araligi (°) 3,11 - 25,00 3,05 - 25,00 2,94 - 25,35
h/k/ -9/8, -13/13, -33/33 | -9/9, -13/13, -34/34 |-14/14, -12/13, -21/21
Toplanan yansimalar 21968 34359 17506
Bagimsiz yansimalar| 4419[R(int)=0,0818] | 4694 [R(int) = 0,1575] | 8293 [R(int) = 0,0643]
Veri/sinir/parametre | 4419 /12 /370 4694 /9/371 8293 /12 /687
F “’ye uygunluk (S) 1,057 1,036 1,036

Final R indisleri

R,=0,0429,wR,=0,099

R1=0,0666,wR,= 0,1406

R.= 0,052,wR,=0,1104

R indisleri (tiim veriler)

R,=0,0581,wR,=0,104

R1=0,1350,wR,= 0,1603

R.=0,077,wR,=0,1213

(Ap)max ve (Ap)min

0,414 ve -0,346

0,610 ve -0,355

1,088 ve -0,502

Flack parametresi

0,014(10)

0,006(13)

-0,003(12)

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},
Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0},

Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]INO;

98




Cizelge 4.2.5.2.2. {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksine ait se¢ilmis bag uzunluklari

ve bag agilari

Bag Uzunluklan (A)

Cul-N1 2,014(5) Cul1-01' 2,253(4)
Cul-N2 2,004(5) Cul-0O2 1,933(4)
Cul-N3 1,990(4)

Bag Acilarn (°)

02-Cul-N1 84,22(17) N3-Cul-N1 101,07(19)
02-Cul-N2 92,26(18) N3-Cul-N2 82,68(19)
02-Cul-N3 174,70(19) N3-Cul-0O1' 91,34(17)
02-cu1-01' 89,07(16) N2-Cul-O1' 111,76(18)
N2-Cul-N1 161,5(2) N1-Cul-O1' 86,37(17)

(Simetri kodlar1: (i): x+1/2, -y+1/2, -z+1)

Cizelge 4.2.5.2.3. {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksine ait hidrojen bag uzunluklari
ve bag acilari

D_H...A D_H H...A D...A D_H...A
Cl2_HI2--02 0,95 2,56 3,046 (8) 112
C13—H13---08 0,95 2,61 3,440 (11) 146
C21—_H21---08" 0,95 2,65 3,351 (10) 131
07—H107---09 0,85 (1) 196 (7) | 2,689 (12) 143 (11)
O7—H207--04 0,85 (1) 2,12(8) | 2,847 (12) 145 (12)
08— H108-09 0,84 (1) 1,96 (6) | 2,715 (18) 149 (12)
08— H208-07" 0,85 (1) 1,93(9) | 2,660 (16) 143 (14)
09— H109---07 0,85 (1) 1,94 (8) | 2,689 (12) 146 (13)
09—H209---08 0,85 (1) 2,16 (11) | 2,715 (18) 123 (12)
N1—_HIN---Ol' 0,89 (3) 249 (11) | 2,925 (6) 110 (9)
N1—HIN---Q9" 0,89 (3) 234(8) | 3,096 (9) 142 (10)
N1—H2N---05" 0,89 (3) 232(6) | 3,144 (8) 154 (11)
N4—H3N---CI1" 0,89 (3) 282(4) | 3,704 (5) 170 (11)
N4—H3N---04" 0,89 (3) 225(7) | 3,045(7) 148 (11)
N4—H3N--06" 0,89 (3) 235(7) | 3,152(8) 149 (11)

(Simetri kodlart: (i): x+1/2, -y+1/2, -z+1 (ii): X-1/2, -y+1/2, -z+1 (iii): X, y-1, z
(iv): x+1/2, -y+3/2, -z+1 (v): x-1/2, -y+3/2, -z+1)

Cizelge 4.2.5.2.4. {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksine ait se¢ilmis bag
uzunluklar1 ve bag acilar

Bag Uzunluklan (A)

Cul-01 2,278(7) Cul-N2 1,987(8)
Cul-02 1,919(6) Cul-N5 2,004(7)
Cul-N1 2,002(7)

Bag Acilan (°)

02-Cul-N1 174,3(3) N1-Cul-N5 102,2(3)
02-Cul-N2 92,1(3) N2-Cul-N5 160,8(3)
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02-Cul-N5 83,5(3) N1-Cul-O1 91,3(3)
02-Cul-01 89,0(3) N2-Cul-O1 111,4(3)
N2-Cul-N1 82,5(3) N5-Cul-O1 87,3(3)
(Simetri kodlar1: (i): x+1/2, -y+1/2, -z+1)

Cizelge 4.2.5.2.5. {[Cu(4-mphen)(trp)]ClO4-3H,0}, kompleksine ait hidrojen bag
uzunluklar ve bag acilar

D_H...A D_H H...A D...A D_H...A
Cl1_HI1---02 0,93 2,56 3,029 (13) | 112
C21_H21---07 0,93 248 3,196 (16) | 134
N3—H3---06" 0,86 2,25 3,084 (18) | 163
N3—H3--08" 0,86 257 3312 (16) | 145
N5__H5A---O4' 0,89 2,32 3,152 (15) | 156
N5__H5B---07 0,89 2,51 3233 (17) | 139
03— H20---01" 082(1) |218(5) |2849(12) |139(6)
05__H50---04" 0,82(1) |206(7) |2,734(19) | 139(10)
04— H30---05" 0,82(1) |200(4) |2734(19) |148(7)

(Simetri kodlart: (i): x-1/2, -y+1/2, -z+1 (ii): X-1/2, -y+3/2, -z+1 (iii): x+1/2, -y+3/2, -z+1)

Cizelge 4.2.5.2.6. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3 kompleksine
ait secilmis bag uzunluklari ve bag agilar

Bag Uzunluklar (A)

Cul-02 1,958(5) Cul-N2 1,997(7) Cul-N4 1,990(6)
Cul-03 2,314(7) Cul-N3 1,994(6) Cu2-010 1,928(5)
Cu2-011 2,308(6) Cu2-N8 2,009(6) Cu2-N9 2,004(7)
Cu2-N10 1,986(7)

Bag Acilari (°)

02-Cul-N4 168,0(2) 02-Cul-N3 92,4(2) N4-Cul-N3 82,4(2)
02-Cul-N2 81,9(2) N4-Cul-N2 102,6(3) N3-Cul-N2 173,6(3)
02-Cul-03 98,4(3) N4-Cul-O3 92,6(3) N3-Cul-0O3 91,3(3)
N2-Cul-O3 92,5(3) 010-Cu2-N10 | 83,9(3) 010-Cu2-N9 | 94,8(2)
N10-Cu2-N9 | 163,8(3) 010-Cu2-N8 | 176,8(3) N10-Cu2-N8 | 99,2(3)
N9-Cu2-N8 82,0(3) 010-Cu2-011 | 91,5(2) N10-Cu2-011 | 95,7(3)
N9-Cu2-011 | 100,4(3) N8-Cu2-011 | 89,0(2)
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Cizelge 4.2.5.2.7. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3 kompleksine
ait hidrojen bag uzunluklar1 ve bag acilari

D_H...A D_H H...A D...A D_H...A
Cl2—HI2--02 0,95 258 3,067 (9) 112
C23—H23---04' 0,95 2,43 3,384 (10) | 177
C23—_H23---05' 0,95 2,64 3,318 (10) | 129
C26—H26--010 0,95 2,59 3,090 (10) | 113
C36—H36---07' 0,95 2,52 3,440 (10) | 163
C51—H51C--010 0,98 2,62 3,253 (13) | 122
N1_HI---N6" 0,88 2,64 3516 (11) | 172
N1_HI---06" 0,88 211 2,944 (10) | 158
N1_HI---O8" 0,88 2,48 3,247 (11) | 146
N7—H7A---N6" 0,88 2,63 3,498 (13) | 167
N7—H7A---06" 0,88 2.2 3,040 (12) | 161
N7—H7A---O7" 0,88 2,33 3,060 (13) | 140
N2—H2N---04' 0,88 (3) 215(3) | 3,015(9) 167 (8)
N2—HIN---05 0,88 (3) 231(5) |3,103(10) | 149 (7)
N10—H4N---O5 0,88 (3) 237(6) | 3,127(9) 145 (8)
N10—H3N---02 0,88 (3) 2,08(4) | 2,909 (9) 155 (8)
011 H10---01 0,86 (3) 181(3) |2,673(8) 175 (8)

(Simetri kodlart: (i): -x+1, y+1/2, -z+1 (ii): X, y+1, z (iii): x+1,y, 2)
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4.3. Sentezlenen Komplekslerin DNA ile Etkilesimlerinin Arastirilmasi

4.3.1. Elektronik absorpsiyon spektroskopisi yontemi

Bu yontemde, sentezlenen komplekslerin CT-DNA ile olan etkilesimleri; uygun sekilde
hazirlanan ¢ozeltilerin absorpsiyon spektrumlar incelenerek arastirildi. Oncelikle
komplekslerin stok c¢ozeltileri hazirlandi. Stok ¢ozeltiden alinan belli miktardaki
kompleks ¢ozeltilerine artan miktarlarda derisimi belirlenmis CT-DNA  stok
cozeltisinden ilave edilerek bir dizi ¢ozelti (CT-DNA derisimi 0-400 pM araliginda
olacak sekilde) hazirlandi. Cozeltinin son hacmi Tris-HCI/NaCl tampon ¢6zeltisi ile 5

mL yapild.

Sabit derisimde kompleks ¢ozeltisi ve artan derisimlerde CT-DNA ¢ozeltisi igceren
kompleks+tDNA c¢ozeltilerinin  200-400 nm dalga boyu araliginda elektronik
absorpsiyon spektrumlar1 alindi. Alinan spektrumlar (Sekil 4.3.1-2)’de verildi. Ayrica,
komplekslerin DNA baglanma sabitini, Kp, belirlemek i¢in, [DNA] degerlerine karsi
[DNA]/(ea—¢5) degerleri arasinda ¢izilen grafikler de ayni sekil iizerinde gosterildi.

Spektrumlar incelenirken, absorbansta ve absorpsiyon piklerinin goriildigi dalga
boyunda meydana gelen degisimler iizerinde durulur (Sekil 4.3.1.1). Bu degisimler

kompleks-DNA etkilesiminin tiirii hakkinda bilgiler verir.

) Hiperkromik etki
Hipsokromik kayma - Batokromik kayma
= 1 —_
Hipokromik,
A / etki
’,nm -

Sekil 4.3.1.1. Kompleks-DNA etkilesimlerinde, UV-spektrumunda goriilen degisimler
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Artan DNA derisimi ile kompleksin absorbansinda azalma (hipokromik etki) meydana
gelmesi kompleksin DNA’ya karst interkalasyon etkisinin oldugunu, artan DNA
derisimi ile kompleksin absorbansinda artma ( hiperkromik etki) meydana gelmesi ise
kompleksin DNA ile elektrostatik etkilesim ya da oluk baglanma seklinde etkilesime
girdigini gosterir. Ayrica maksimum absorpsiyonlarin daha uzun (kirmiziya kayma,
batokromik etki) veya daha kisa (maviye kayma,hipsokromik etki) dalga boyunda
goriilmesi kompleksin DNA ile etkilesime girdigini belirtir (Rao ve ark. 2007).

(Sekil 4.3.1.2)’deki spektrumlar incelendiginde, sabit derisimdeki kompleks ¢ozeltisine
artan derisimlerde CT-DNA ¢ozeltisi eklendiginde kompleksin absorbans degerlerinde
azalma (hipokromik etki) ve dalga maksimumu degerlerinde 1-3 nm araliginda artma
(kirmiziya kayma, batokromik etki) gozlendi. Hesaplanan % hipokromizm degerleri
(Cizelge 4.3.1.1)’de verildi. Bu sonuclar; komplekslerin her birinin CT-DNA’ya

baglandigini ve baglanmanin interkalasyon seklinde oldugunu gosterdi.

Kompleks ¢ozeltilerinin CT-DNA ile titrasyonundan elde edilen spektroskopik veriler
ve [DNA]J/(ea — &) = [DNA]/(ep — &) + 1/Kp(ep — &5) (Pyle ve ark. 1989) esitligi kulla-
nilarak (McGhee-von Hippel metodu; Boliim 3.3.2) komplekslerin CT-DNA’ya hangi
kuvvette baglandigini belirten Kp; baglanma sabiti degerleri hesaplandi. Hesaplanan Ky
ve log Ky, degerleri (Cizelge 4.3.1.1)’de verildi. Cizelgedeki degerlere bakildiginda,
komplekslerin baglanma sabitlerinin; kompleks 3 > kompleks 2 > kompleks 1 sirasinda
degistigi goriildii. K, degerinin biiylik olusu, kompleksin CT-DNA’ya daha giiglii bir
sekilde baglandigin1 belirtmektedir.
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Sekil 4.3.1.2. Komplekslerin CT-DNA ile etkilesimine ait absorpsiyon spektrumlart
(a) {[Cu(phen)(trp)]CIO,-3H,0}, (b) {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO,-3H,0}
(¢) [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO;
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Cizelge 4.3.1.1. Kompleks+CT-DNA ¢ozeltilerine ait baglanma sabiti; Kp, 10g Kp, Amax
ve % hipokromizm degerleri

Kompleksler Kb log Kp Amax %hypo*
(nm)

Kompleks 1 8,24x10%+0,08 | 2,92 0,06 | 265 21,2

Kompleks 2 1,77x10%+0,03 | 3,25+0,01 | 268 28,8

Kompleks 3 5,52x10%+0,07 | 3,74 0,01 | 272 23,0

*Hypo: hipokromizm (%hypo = A-Ay/A)

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},

Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO,;-3H,O},

Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]INO;

4.3.2. Floresans spektroskopisi yontemi

Floresans spektroskopisi kompleks-DNA etkilesimlerinin arastirilmasinda kullanilan
onemli bir yontemdir. EB, diizlemsel bir yapiya sahiptir ve DNA’ya interkalasyon
yoluyla baglandig1 bilinen bir molekiildiir. EB tek basina diisiik floresans ozellik
gosterirken DNA’ya baglandiginda floresans siddeti onemli Ol¢lide artmaktadir
(Meyer-Almes ve Porschke 1993).

Yontemin temeli; sabit ve belli derisimdeki EB-DNA c¢ozeltisine artan derisimlerde,
DNA'’ya baglanma 6zelligi arastirilacak kompleksin ilave edilmesine ve bu ilave ile EB-
DNA c¢ozeltisinin floresans spektrumunda meydana gelen degisimlerin incelenmesine
dayanir. Sabit derisimdeki EB-DNA ¢o6zeltisine artan derisimlerde kompleks eklenmesi,
EB-DNA’nin floresans siddetinde azalmalara yol agar. Bu azalma; kompleksin EB
molekiillerini DNA baz ¢iftleri arasindan ¢ikarip yerine interkalasyon yoluyla

kendisinin yerlesmesinin bir sonucudur.

Calismada oncelikle floresans spektrumlari alinacak cozeltiler, 50 uM CT-DNA + 5
MM EB iceren ¢ozeltilere artan derisimlerde (kompleks 1 = 0-1000 uM araligi,
kompleks 2 = 0-500 uM araligi, kompleks 3 = 0-600 uM araligi) kompleks ¢ozeltisi
ilave edilerek hazirlandi. Cozeltilerin son hacmi Tris-HCI/NaCl tampon ¢d6zeltisi ile 5

mL yapildu.
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Hazirlanan ¢ozeltilerin 500-700 nm dalga boyu araliginda floresans spektrumlar1 alindi.
Alnan spektrumlar, (Sekil 4.3.2.1)’de verildi. Ayrica, floresans sondiirme katsayisini
(Ks) belirlemek i¢in, [Kompleks] degerlerine karsi Io/l degerleri arasinda cizilen
grafikler aym sekil lizerinde gosterildi. Grafik tizerindeki r degerleri [kompleks]/[DNA]

oranini géstermektedir.

Floresans spektrumlari incelendiginde, sabit derisimde EB+CT-DNA iceren ¢ozeltilere
artan derisimlerde komplekslerin ilave edilmesinin floresans siddetinde azalmalara
neden oldugu goriildii. Bu sonuglar; her ii¢ kompleksinde CT-DNA’ya bagl EB ile yer
degistirdigini ve interkalasyon yoluyla CT-DNA’ya baglandigini gosterdi.

Komplekslerin floresans sondiirme yeteneklerini ifade eden Stern-Volmer sabitleri; Ky,
lo/l = 1+K,,[Kompleks] esitligine gore, [Kompleks] degerlerine karsi Io/I degerlerinin
grafige gegirilmesiyle elde edilen dogrunun egiminden hesaplandi. Hesaplanan K, ve
log Ky degerlerinin kompleks 3 > kompleks 2 > kompleks 1 sirasinda degistigi gorildi
(Cizelge 4.3.2.1). Kg degerinin biiyiik olusu, kompleksin EB+CT-DNA ¢dzeltisinin

floresansini sondiirme etkisinin yiliksek oldugu anlamina gelmektedir.

Bununla birlikte, artan kompleks derisimine karsilik floresans siddetlerinde olusan
degisimlerden ve Kapp[Kompleks]=Keg[EB] esitliginden yararlanarak, komplekslerin
EB+CT-DNA cozeltisinin floresans siddetini %50’ye diisiirdiigli andaki goriiniir DNA
baglanma sabiti, Kgapp, degerleri hesaplandi. Esitlikte yer alan, [Kompleks] terimi
EB+CT-DNA ¢ozeltisinin floresans siddetini %50 azaltan kompleks derisimidir ve
[EB]=5 uM ve Kgg=1x10" M™ dir (Boger ve ark. 2001).

(Cizelge 4.3.2.1)de verilen Kqpp degerlerinin, kompleks 3 > kompleks 2 > kompleks 1

sirasinda degistigi goriildii. En bilyiik Kgpp degerine sahip olan kompleks 3’iin CT-
DNAya daha giiglii bir sekilde interkalasyon yoluyla baglandig: belirlendi.
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Sekil 4.3.2.1. Komplekslerin EB+CT-DNA ile etkilesimine ait floresans spektrumlari

(a) {[Cu(phen)(trp)]C104-3H20}n  (b) {[Cu(4-mphen)(trp)]C104-3H20},
(©) [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3
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Cizelge 4.3.2.1. EB+CT-DNA-+Kompleks ¢ozeltilerine ait Ksy ve Kypp degerleri

Kompleksler Ksv log Ky Kapp log Kapp
Kompleks 1 1,51x10%+0,04 | 3,16+ 0,04 | 5,88x10*+ 0,02 | 4,77+ 0,02
Kompleks 2 3,79x10%+0,03 | 3,56+ 0,03 | 1,67x10°+ 0,02 | 5,22+ 0,03
Kompleks 3 1,23x10*:0,05 | 4,06+ 0,05 | 1,00x10% 0,02 | 6,00+ 0,02

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},
Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0},
Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]INO;

4.3.3. Termal denatiirasyon yontemi

DNA denatiirasyon c¢alismalari, peltier sistemli UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak, 0,5°C min™ rampa oram ile belli derisimdeki (120 uM) CT-DNA ¢bzeltisi
lizerine yine belli derisimdeki (30 puM) kompleks c¢ozeltisi ilave edilerek hazirlanan
cozeltilerin, artan sicakliga karsilik 260 nm dalga boyundaki absorbans degerlerindeki

degisim incelenerek gerceklestirildi.

Kompleks+CT-DNA ¢ozeltilerinin erime siirecindeki artan sicakliklara karsilik 260
nm’deki absorbanslar1 dl¢iiliip grafige gecirildiginde, erime egrileri elde edildi (Sekil
4.3.3.1). Elde edilen erime egrilerindeki doniim noktasi erime sicakligini, T, verdi, T,

DNA 1sitildiginda sarmal yapinin yarisinin denatiire oldugu sicakliktir.

Ayni islemler DNA ile interkalasyon yaptig1 bilinen EB varliginda da gergeklestirildi.
EB+CT-DNA ¢ozeltisinin de erime egrisi elde edildi ve T, degeri bulundu. Ayrica,
sadece CT-DNA igeren ¢Ozeltinin erime egrisi de elde edildi ve ™ degeri belirlendi
(Cizelge 4.3.3.1). ATy degerlerini hesaplamak i¢in, asagidaki esitlik (4.3.3-1) kullanilda.

AT =Tm- Tom (4.3.3-1)

Komplekslerin her biri i¢in, kompleks+CT-DNA ¢ozeltilerinin T, degerlerinin sadece

CT-DNA igeren ¢ozeltinin T, degerinden biiyiik olusu, komplekslerin EB kadar giiclii
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olmasada, CT-DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesime girdigini gosterdi.
Komplekslerin CT-DNA’ya baglanmasi CT-DNA’nin erime sicakligini arttirdi.

Hesaplanan ATy, degerlerine bakildiginda ise; komplekslerin AT, degerlerinin kompleks
3 > kompleks 2 > kompleks 1 sirasinda oldugu goriildii. Kompleks 3’tin ATy, degerinin

bliyiik olusu, CT-DNA ile etkilesiminin daha giiclii ve kararli oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.3.3.1. CT-DNA, EB+CT-DNA ve Kompleks+CT-DNA ¢ozeltilerinin Tp, ve
AT, degerleri

Kompleks Tm AT
CT-DNA 65,2 -
EB 82,2 17,0
Kompleks 1 68,2 3,0
Kompleks 2 69,4 4,2
Kompleks 3 70,2 5,0

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},
Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,O0},
Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]INOs
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Sekil 4.3.3.1. CT-DNA, EB+CT-DNA ve Kompleks+CT-DNA ¢ozeltilerinin termal
denatiirasyon egrileri

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0},

Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]ClO,4-3H,0},

Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]NO3
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4.3.4. Agaroz jel elektroforez yontemi

Komplekslerin DNA bdlme etkileri agaroz jel elektroforez yontemi ile arastirildi.
Calismalarda pUC19 plazmid DNA kullanildi. Komplekslerin DNA bolme etkileri

hidrolitik ve oksidatif olmak tizere iki sekilde incelendi.

Hidrolitik bolme: DNA’daki fosfodiester baglarinin boliinmesi s6z konusudur. Metal
iyonlar1 farkli sekillerde DNA’nin fosfodiester ve P—O bagimin kirilmasini
kolaylagtirmaktadir. Metal kompleksleri genel olarak DNA’nin hidrolitik bdliinmesine

neden olur.

Oksidatif bolme: DNA’nin yapisinda bulunan seker veya niikleobazlarda meydana gelir.
Redoks aktif metal kompleksleri ile tekli veya ¢ift sarmal oksidatif DNA bdlmesi,
hidroksil radikali veya singlet oksijen tiirleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusmasiyla
baglar. Daha sonra bu serbest radikallerin seker hidrojenlerini ayirmasiyla DNA bdlmesi

devam eder ve DNA bolme tirtinleri olusur.

Cift sarmalli DNA’nin fosfodiester baginin hidrolizi ile yiirliyen hidrolitik bdlme,
deoksiriboz seker kismindan veya guanin bazindan meydana gelen oksidatif DNA
bolmesi ile karsilastirildiginda hiicre agisindan ¢ok daha fazla avantajhidir. Ciinkii
oksidatif bolme singlet oksijen (*Oy), siiperoksit (O veya hidroksil radikali (HO") gibi
aktif tiirler meydana getirir. Bu tiirler seker ya da baza zarar vererek pargalanmus tiriinler
olugsmasina neden olurlar. Buna karsin baska maddeler ilave edilmedigi zaman meydana
gelen hidrolitik bolmenin bu tip olumsuz yan etkileri yoktur bélme iirinleri enzimatik

prosesle ortadan kaldirilabilir.

Hidrolitik DNA bdlme ¢alismalarinda kullanilmak tizere; 5 uL pUCI19 plazmid DNA
igeren, farkli derisimlerde kompleks ¢ozeltilerinin bulundugu, 5 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl (pH=7,2) tampon c¢ozeltisinde, 50 pL final hacimli olacak sekilde Ornekler
hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler 4 saat siire ile karanlikta 37°C’de inkiibe edildi. 4 saat
inkiibasyonla bir etki goriilmediginde 24 saat inkiibasyonla deneyler tekrar edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda Ornekler 3 pL yiikleme tamponu (Brom fenol mavisi
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(%00,5), Siikroz (%40), EDTA (0,1M, pH=8) ve SDS (%0,5)) ile karistirilarak (son
hacim 50 pL oldu) jele yiiklendi.

Oksidatif DNA bolme calismalarinda ise ornekler; 5 pL pUC19 plazmid DNA, farkh
derisimlerde kompleks c¢ozeltileri, 1 uM derisiminde H,O, ve farkli derisimlerde
DMSO(dimetil stilfoksit) icerecek ve 50 pL final hacimli olacak sekilde hazirlandi.
(Oksidatif DNA hasar1 ¢alismalarinda radikal tutucu olarak DMSO kullanildi. Hidroksil
radikalinin etkisini analiz etmek i¢in deneyler DMSO varliginda ve yoklugunda
gerceklestirildi). Hazirlanan 6rnekler 4 saat siire ile karanlikta 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda Ornekler 3 pL yiikleme tamponu (Brom fenol mavisi
(%00,5), Siikroz (%40), EDTA (0,1M, pH=8) ve SDS (%0,5)) ile karistirtlarak (son
hacim 50 pL oldu) jele yiiklendi. Yiikleme sonrasinda gii¢ kaynagi ile jele 2 saat siire ile
60 V akim uygulandi. Béylece pUC19 plazmid DNA’nin jel icerisinde anoda dogru gog
etmesi saglandi. Siire sonunda jel igerisindeki pUC19 plazmid DNA’lar fotograf

makinesi eklentili transiliiminatdr yardimi ile UV 151k altinda goriintiilendi.

Hidrolitik bome ¢alismalari:

{[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin (1) pUC19 plazmid DNA ile etkilesimini
gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii (Sekil 4.3.4.1)’de, {[Cu(4-mphen)(trp)]
ClO4-3H;0}, (2) kompleksinin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil (4.3.4.2)°de,
[[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]NO3 (3) kompleksinin agaroz jel

elektroforez goriintiisii ise (Sekil 4.3.4.3)’te verildi.

1 2 8§ 4 53 6 7 8 9% 1011 12 13

Form II

FormI

Sekil 4.3.4.1. {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin 4 saat inkiibasyon
sonucunda pUCI19 plazmid DNA’da meydana getirdigi hidrolitik hasarin jeldeki
goriintiisii. Bant 1: Kontrol pUC19 plazmid DNA, Bant 2-13: pUC19 plazmid DNA+
kompleks 1, kompleks 1: 2,5; 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 ve 1500 uM.
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1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13

Form 11

Form I

Sekil 4.3.4.2. {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,O}, kompleksinin 24 saat inkiibasyon
sonucunda pUCI19 plazmid DNA’da meydana getirdigi hidrolitik hasarin jeldeki
goriintiisii. Bant 1: Kontrol pUC19 plazmid DNA, Bant 2-13: pUC19 plazmid DNA+
kompleks 2, kompleks 2: 2,5; 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 ve 1500 uM.

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13

Form II

Form I

Sekil 4.3.4.3. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNOs kompleksinin
24 saat inkiibasyon sonucunda pUC19 plazmid DNA’da meydana getirdigi hidrolitik
hasarin jeldeki goriintiisii. Bant 1: Kontrol pUC19 plazmid DNA, Bant 2-13: pUC19
plazmid DNA+ kompleks 3, kompleks 3: 2,5; 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800,
1000 ve 1500 puM.

Komplekslerin agaroz jel elektroforezdeki goriintiileri incelendiginde; kompleks 1’in 4
saat inkiibasyon sonunda 100 uM derisimde, kompleks 2’nin 24 saat inkiibasyon
sonunda 25 uM derisimde ve kompleks 3’{in ise 24 saat inkiibasyon sonunda 100 pM
derisimde pUC19 plazmid DNA’nin yapisint bozarak Form I yapisin1 Form II yapisina
doniistiirmeye basladigr goriilmektedir. Kompleks 1’in hidrolitik bolme aktivitesi, 4
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kompleks 2 ve 3’e gore daha diisiik derisimde
gozlendi. Kompleks 2 ve 3, hidrofobik etkilesim gosteren metil gruplarina sahip
fenantrolin tiirevi kompleksleri olduklarindan dolayi, 24 saatlik inkiibasyon siiresi

sonunda ve daha yiiksek derisimde hidrolitik bolme aktivitesi gosterdi.

Oksidatif bome calismalari:

{[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin (1) pUC19 plazmid DNA ile etkilesimini
gosteren agaroz jel elektroforez gortntisii Sekil (4.3.4.4)’te, {[Cu(4-mphen)(trp)]
ClO4-3H,0}, (2) kompleksinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (Sekil 4.3.4.5)’te,
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[[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]NO3 (3) kompleksinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii ise (Sekil 4.3.4.6)’da verildi.

1 23 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Form II
Form III

Form I

Sekil 4.3.4.4. {[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin 4 saat inkiibasyon
sonucunda pUC19 plazmid DNA’da meydana getirdigi oksidatif hasarin jeldeki
goriintiisii. Bant 1: Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0, (1 uM), Bant 2-5: pUC19
plazmid DNA+ H,0, (1 uM) + kompleks 1 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant 6: Kontrol pUC19
plazmid DNA + H,0, (1 uM) + DMSO (50 uM), Bant 7-10: pUC19 plazmid DNA+
H.0, (1 uM) + DMSO (50 uM) + kompleks 1 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant 11: Kontrol
pUC19 plazmid DNA + H;0, (1 uM) + DMSO (100 uM), Bant 13-15: pUC19 plazmid
DNA+ H,0; (1 uM) + DMSO (100 uM) + kompleks 1 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant 16:
Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0, (1 uM) + DMSO (500 uM), Bant 17-20: pUC19
plazmid DNA+ H,0; (1 uM) + DMSO (500 uM) + kompleks 1 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant
21: Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0; (1 uM) + DMSO (1000 uM), Bant 21-25:
pUC19 plazmid DNA+ H,0; (1 uM) + DMSO (1000 uM) + kompleks 1 (0,5, 1, 2, 4
uM).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25§

Form II
Form III

Form I

Sekil 4.3.4.5. {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,0}, kompleksinin 4 saat inkiibasyon
sonucunda pUC19 plazmid DNA’da meydana getirdigi oksidatif hasarin jeldeki
goriintlisii. Bant 1: Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0, (1 uM), Bant 2-5: pUC19
plazmid DNA+ H,0; (1 uM) + kompleks 2 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant 6: Kontrol pUC19
plazmid DNA + H,0; (1 uM) + DMSO (50 uM), Bant 7-10: pUC19 plazmid DNA+
H,O; (1 uM) + DMSO (50 uM) + kompleks 2 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant 11: Kontrol
pUC19 plazmid DNA + H;0, (1 uM) + DMSO (100 uM), Bant 13-15: pUC19 plazmid
DNA+ H,0; (1 uM) + DMSO (100 uM) + kompleks 2 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant 16:
Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0, (1 uM) + DMSO (500 uM), Bant 17-20: pUC19
plazmid DNA+ H;0, (1 uM) + DMSO (500 uM) + kompleks 2 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant
21: Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0; (1 uM) + DMSO (1000 uM), Bant 21-25:
pUC19 plazmid DNA+ H;0; (1 uM) + DMSO (1000 uM) + kompleks 2 (0,5, 1, 2, 4
uM).

114



1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 1314 15 16 17 18 19 20 21:22 23 24 25

Sekil 4.3.4.6. [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3; kompleksinin 4
saat inkiibasyon sonucunda pUC19 plazmid DNA’da meydana getirdigi oksidatif
hasarin jeldeki goriintiisii. Bant 1: Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0, (1 uM), Bant
2-5: pUC19 plazmid DNA+ H,0; (1 uM) + kompleks 3 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant 6:
Kontrol pUC19 plazmid DNA + H;0; (1 uM) + DMSO (50 uM), Bant 7-10: pUC19
plazmid DNA+ H,0, (1 uM) + DMSO (50 uM) + kompleks 3 (0,5, 1, 2, 4 uM), Bant
11: Kontrol pUC19 plazmid DNA + H;0, (1 uM) + DMSO (100 uM), Bant 13-15:
pUC19 plazmid DNA+ H,0; (1 uM) + DMSO (100 uM) + kompleks 3 (0,5, 1, 2, 4
uM), Bant 16: Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0; (1 uM) + DMSO (500 uM), Bant
17-20: pUC19 plazmid DNA+ H,0; (1 uM) + DMSO (500 uM) + kompleks 3 (0,5, 1,
2, 4 uM), Bant 21: Kontrol pUC19 plazmid DNA + H,0; (1 uM) + DMSO (1000 uM),
Bant 21-25: pUC19 plazmid DNA+ H,0, (1 uM) + DMSO (1000 uM) + kompleks 3
0,5, 1, 2, 4 uM).

Komplekslerin her birinin agaroz jel elektroforezdeki goriintiileri incelendiginde;
yalnizca pUC19 plazmid DNA + H,0; bulunan bantta pUC19 plazmid DNA’nin
yapisinda herhangi bir degisim gbzlenmedi (Bant 1). Kompleks derisimi arttirildikca
DNA’nin Form I yapisinin bozularak Form II ve Form III yapilarina doniistiigii goriildi
(Bant 2-5). H,0, varliginda komplekslerin pUC19 plazmid DNA ile oksidatif etkilesimi
sonucu Form I’den Form II ve III’e doniisiimii, kompleks 1, 2 ve 3 igin 0,5 uM da
gozlenmeye baslamistir (Sekil 4.3.4.4, Sekil 4.3.4.5, Sekil 4.3.4.6, Bant 2). Diisiikk
derisimde, H,O, varliginda, komplekslerin pUC19 plazmid DNA boélme aktivitesi
gosterdigi bulundu. H,O;’nin bir dizi, HO- radikal olusumunu baslattigi bilinmektedir.
DNA zincirine radikallerin saldirmasi ile DNA da kirilmalar meydana gelebilmektedir.
DNA bolme caligsmalarinda, reaktif oksijen tiirlerinin etkisini analiz etmek i¢in hidroksil
radikali tutucusu olarak DMSO kullanildi. DMSO derisimi arttirildiginda Form 11l
yapis1 gozlenmemeye, Form II yapisi ise daha belirsiz bir sekilde gdzlenmeye basladi.
Burdan yola ¢ikarak, DMSO miktar1 arttikca ortamdaki hidroksil radikallerinin
miktarinin azaldigi ve ortamda olusan radikallerin neden oldugu oksidatif DNA bdlme
etkisinin daha az oldugu sonucuna varildi (Sekil 4.3.4.4, Sekil 4.3.4.5, Sekil 4.3.4.6,
Bant 6-25).
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Redoks aktif bakir komplekslerinin H,O, varliginda, pUC19 plazmid DNA ile
etkilesime girdigi zaman hidroksil radikallari olusturdugu bilinmektedir (Pyle ve ark.
1990). H,O, varliginda, komplekslerin pUC19 plazmid DNA’y1 oksidatif olarak
bdlmesinin olas1 mekanizmasi agagidaki gibidir (Reddy ve ark. 2011).

[Cu'AB] =20 [Cu'AB]---+- SC DNA =23 [Cu'AB]-+--- SC DNA 3 {HO} = NC DNA
{SC DNA: Siiper sarmal DNA (Form 1), NC DNA: Dairesel DNA (Form 1)}
4.3.5. Sentezlenen komplekslerin antikanser aktivitelerinin arastirilmasi
4.3.5.1. XTT testi sonuclari

Komplekslerin sitotoksisite ol¢timleri XTT testi ile yapildi. XTT testi, hizli ve hassas

bir yontem oldugu icin tercih edildi.

XTT hiicre canlilik testi, renk degisimine dayali hiicresel metabolik aktiviteyi 6l¢en bir
testtir. Test boyunca sar1 tetrazolium tuzu XTT, metabolik olarak aktif olan hiicrelerde
dehidrogenaz enzimi tarafindan yogun renkli formazan boyasina indirgendi.

Bu doniisiim yalnizca canli hiicrelerde meydana gelmekte ve iiretilen formazanin
miktart Ornekteki canli hiicre sayisiyla orantili olmaktadir. Testte olusan ve sulu
coOzeltilerde ¢oziinebilen formazan boyasinin 450 nm’de absorbansi 6l¢iildii ve miktari

hesaplandi.

Komplekslerin sitotoksisite olglimleri, A549 (insan akciger kanser), Caco-2 (insan
kolon kanser), MCF-7 (insan meme kanser) hiicre hatlar1 ve BEAS-2B (insan brong
epitel saglikll) hiicre hattinda XTT testi ile yapildi. Sentezlenen ve yapilar1 aydinlatilan
komplekslerin kanserli hiicrelere karsi etkili olup olmadigini gosteren 1Cso degerleri bu
teknik ile belirlendi. 1Csy degeri; hiicrelerin % 50’sinin 6liimiine neden olan kompleks
derisimini ifade etmektedir. (Cizelge 4.3.5.1.1)’de komplekslere ait ICsy degerleri

goriilmektedir.
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Cizelge 4.3.5.1.1. Sentezlenen ve yapilar1 aydinlatilan komplekslerin ICso degerleri

1Cso (uM)

Kompleksler | BEAS-2B A549 MCF-7 Caco-2
Kompleks 1 | 14,30+0,16 | 13,59+0,51 | 12,99+0,33 | 4,36+ 0,06
Kompleks 2 | 52,69 +0,46 | 15,01+0,47 | 13,70+0,69 | 17,63 +0,47
Kompleks 3 | 3,05+024 | 1,16+0,06 | 1,72+0,04 | 1,04+0,06

Cis-platin 189+ 04 22,2+04 31,12+3,2 22,7+23

Kompleks 1: {[Cu(phen)(trp)]CIO4 3H,O},
Kompleks 2: {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO,-3H,0},
Kompleks 3: [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]JNO3

Komplekslerin 1Csq (hiicrelerin % 50’sinin 6liimiine neden olan kompleks derisimi)
degerlerine bakildiginda ti¢ kompleksinde cis-platinden daha iyi sitotoksik etkiye
sahip oldugu goriildii. Kompleks 3’tiin A549, MCF-7 ve Caco-2 kanser hiicrelerinde
sitototoksisite aktivitesinin, kompleks 1 ve 2 ile karsilastirildiginda ¢ok daha iyi
oldugu belirlendi.

IC50

Sekil 4.3.5.1.1. Sentezlenen komplekslerin farkli hiicre hatlarindaki ICso degerlerine ait
bar grafigi

117



5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Cu(Il) iyonunun Fenantrolin Tiirevleri ve L-triptofan ile Olusturdugu

Komplekslerin Sulu Cozeltide Kararhliklarinin Degerlendirilmesi

Cu(ll) iyonunun 1,10-fenantrolin (phen), 4-metil-1,10-fenantrolin (4-mphen), 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolin (dmphen); (A) ve L-triptofan (L-trp); (HB) ligantlar1 ile
olusturdugu ikili (1:1) (MA, MB) ve karigik ligant (1:1:1) (MAB) komplekslerinin
kararlilik (olusum) sabitlerini belirlemek i¢in oncelikle ligantlarin protonlanma sabitleri
belirlendi. Calismada tiim ligantlarin protonlanma sabitleri; 0,1 M KCI iyonik
ortaminda, 25°C, 35°C ve 45°C sicakliklarda potansiyometrik titrasyon yontemi ile elde
edilen verilerin BEST bilgisayar programina uygulanmasi ile belirlendi. Fenantrolin
tiirevlerinin protonlanma sabiti degerlerinin her {i¢ sicaklikta, dmphen > 4-mphen >
phen sirasinda degistigi bulundu. Fenantrolin halkasinda elektron salici metil
gruplarinin olmasi, onun bazligini arttirir ve protonun daha iyi baglamasini saglar.
Dmphen ligandi 4,7-pozisyonlarinda iki metil grubu ve 4-mphen ligand1 ise, 4-
pozisyonunda bir metil grubu icermesi nedeni ile 4-mphen ligandinin protonlanma sabiti
degeri, dmphen ligandindan daha diisiikk degerde goézlendi. Ayrica, her bir ligandin

protonlanma sabiti degerinin artan sicaklikla azaldig goriildii.

Ikili komplekslerin kararlilik (olusum) sabitlerini belirlemek igin, (1:1) mol oraninda
Cu(ll) iyonu ile fenantrolin tiirevleri (phen/4-mphen/dmphen) ve (1:1) mol oraninda
Cu(Il) iyonu ile L-trp igeren ¢ozeltilerin, 0,1 M KCIl iyonik ortaminda, 25°C, 35°C ve
45°C sicakliklarda, ayarli KOH c¢dozeltisi ile potansiyometrik titrasyonlar: yapildi. Cu(II)
iyonu ve protonlanmis phen, 4-mphen, dmphen (H,A*") ve L-trp (H,B") ligantlarini
iceren ¢ozeltilerin potansiyometrik titrasyonlarinda, sulu ¢ozeltide CuA®*, CuA(OH)",
CuB” ve CuB(OH) komplekslerinin olustugu belirlendi. ikili komplekslerin kararlilik
sabiti degerlerinin fenantrolin tiirevlerine gdre her ii¢ sicaklikta, [Cu(dmphen)]*" >

[Cu(4-mphen)]** > [Cu(phen)]** sirasinda degistigi bulundu. Ayrica, sicaklik arttikca,

ikili komplekslerin kararlilik (olusum) sabiti degerlerinin azaldig1 goriildii.
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Cu(Il) iyonunun karigik ligant komplekslerinin kararlilik (olusum) sabitlerini belirlemek
icin ise (1:1:1) mol oraninda Cu(II) iyonu, fenantrolin tiirevleri (phen/4-mphen/dmphen)
ve L-triptofan igeren ¢ozeltilerin 0,1 M KCI iyonik ortaminda, 25°C, 35°C ve 45°C
sicakliklarda ayarli KOH ¢ozeltisi ile potansiyometrik titrasyonlart yapildi. Tiim
potansiyometrik titrasyon egrilerinde m=4,0’te bir doniim noktas1 gdzlendi.
Potansiyometrik titrasyon sirasinda aciga ¢ikan proton sayis1 ve pH’daki azalma CuAB”
karistk ligant kompleksinin olustugunu gosterdi. Karisik ligant komplekslerinin
kararhilik sabiti sirasi; fenantrolin tiirevlerine gére [Cu(dmphen)(L-trp)]" > [Cu(4-
mphen)(L-trp)]* > [Cu(phen)(L-trp)]* seklinde bulundu. Karsik ligant komplekslerinin
kararlilik sabiti degerlerinin sirasi, ligantlarin protonlanma sabiti ve ikili komplekslerin
kararlilik sabiti degerlerinin siras1 ile uyumlu bulundu. Karigik ligant kompleksleri igin

bulunan kararlilik sabiti degerlerinin de sicaklik arttik¢a azaldigi goriildii.

Cu(Il) iyonu ile iliskili olarak MA kompleksine ikinci bir ligandin koordinasyon
egilimini karakterize eden bir biiyiikliik olan AlogK degerleri hesaplandi. Hesaplanan
AlogK degerlerinin pozitif ¢ikmasi, ikincil ligant olan L-trp’nin Cu(Il) iyonundan ¢ok
CuA?* ikili kompleksine daha giiglii baglanarak karisik ligant kompleksi olusturma

egiliminin daha yiiksek oldugunu gosterdi.

5.2. Cu(Il) iyonunun Fenantrolin Tiirevleri ve L-triptofan ile Olusturdugu

Komplekslerin Sentezi ve Karakterizasyonun Degerlendirilmesi

Calismada notral ligant olarak fenantrolin tiirevlerinden phen, 4-mphen ve 4,7-dmphen
anyonik ligant olarak ise L-trp ligantlar1 segildi ve Cu(Il) iyonu ile olusturduklar
karigik ligant kompleksleri sentezlendi. Kompleksler kristal halde elde edildi ve
yapilari; elementel analiz, elektronik absorpsiyon spektroskopisi, IR spektroskopisi ve
tek kristal X-1s1n1 kirtnim yontemi ile aydinlatildi. {[Cu(phen)(trp)]C104-3H,O}%}, (1) ve
{[Cu(4-mphen)(trp)]CI0,4-3H,0}, (2) komplekslerinin ikisinin de ortorombik kiral uzay
grubunda (P2:2:2:) ve [[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]NOs (3)
kompleksinin ise monoklinik kiral uzay grubunda (P2;) kristallendigi bulundu.
Komplekslerde phen, 4-mphen ve dmphen ligantlarinin yapilarindaki iki azot atomu

tizerinden, L-trp ligandinin ise yapisindaki azot ve oksijen atomlari iizerinden besli
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selat halkas1 olusturacak sekilde Cu(II) iyonuna koordine oldugu belirlendi.
{[Cu(phen)(trp)]CIO4-3H,0}, ve {[Cu(4-mphen)(trp)]CIO4-3H,O}, kompleksleri
benzer yapida olup, tek boyutlu koordinasyon polimeri seklinde bulundu.

[[Cu(dmphen)(trp)(MeOH)][Cu(dmphen)(trp)(NO3)]]NO; kompleksinin birim hiicre-
sinde ise her biri bes koordinasyonlu iki ayr1 Cu(II) kompleksinin; [Cu(dmphen)(trp)
(MeOH)]" (1A) ve [Cu(dmphen)(trp)(NOs)] (1B) ve bir tane koordine olmayan nitrat

anyonunun oldugu goriildii.

5.3. Cu(Il) Iyonunun Fenantrolin Tiirevleri ve L-triptofan ile Olusturdugu

Komplekslerin Biyolojik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen ve yapilari aydinlatilan komplekslerin CT-DNA ile etkilesimleri, elektronik
absorpsiyon spektroskopisi, floresans spektroskopisi, termal denatiirasyon ve agaroz jel
elektroforez  yontemleri ile arastirildi. Elektronik absorpsiyon ve floresans
spektroskopisi yontemleri kullanilarak komplekslerin CT-DNA’ya baglanma sabitleri
(Kb, Kapp Ve Kg) belirlendi. Komplekslerin her birinin CT-DNA’ya baglandig1 ve
baglanmanin interkalasyon seklinde oldugu bulundu. Komplekslerin baglanma sabiti
degerlerinin; kompleks 3 > kompleks 2 > kompleks 1 sirasinda degistigi gorildii.
Komplekslerin CT-DNA’ya baglanma aktiviteleri termal denatiirasyon yontemi ile

degerlendirildiginde ise; komplekslerin hesaplanan AT, degerlerine bakilarak CT-

DNA’ya baglanma tiirlerinin interkalasyon oldugu yorumu yapildi.

Sentezlenen ve yapilari aydinlatilan komplekslerin pUC19 plazmid DNA bdlme
aktiviteleri agaroz jel elektroforez yontemi ile farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli
kompleks derisimlerinde hidrolitik ve oksidatif olmak iizere iki sekilde arastirildi. H,O-
varlhiginda, biitiin komplekslerin diisiik derisimde, oksidatif pUC19 plazmid DNA bdlme
aktivitesi gosterdigi bulundu. Hidroksil radikali olusturarak oksidatif DNA hasari
gosterdigi belirlenen komplekslerin, radikal tutucu olarak DMSO kullanilarak deneyleri
tekrarlandi. DMSO derisimi arttikca ortamdaki hidroksil radikallerinin miktarinin
azaldig1 bantlarda goriilen Form Il ve Form Il yapilarindaki degisimler izlenerek

belirlendi.
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Komplekslerin sitotoksisite aktiviteleri A549, MCF-7, Caco-2 kanser hiicre hatlar1 ve
BEAS-2B saglikli hiicre hattinda cis-platin ile Kkarsilastirmali olarak arastirildi.
Komplekslerin 1Csy (hiicrelerin % 50’sinin 6liimiine neden olan kompleks derisimi)
degerlerine bakildiginda ii¢ kompleksinde cis-platinden daha iyi sitotoksik etkiye sahip
oldugu gorildi. Komplekslerin tez kapsaminda segilen kanser hiicrelerindeki

sitotoksisite akvitelerinin; kompleks 3 > kompleks 1 > kompleks 2 sirasinda degistigi

bulundu.
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EK 1 Calismada kullanilan ligantlarin literatiirdeki protonlanma sabitleri (log K)

Protonlanma
Ligant Sabiti Kullanilan Sicaklik ve iyonik Kaynak
log K, | log K, program ortam
4,96 - - - Brandt ve ark. 1952
4,92 - - 25°C, 0,1 M KNO3 Yasuda ve ark. 1956
4,77 - - 25°C, 0,1 M KCI Banks ve ark. 1959
4,93 - - 25°C, 0,1 M KNOs Brisbin ve ark. 1963
477 1,95 - 35°C, 0,1 M KNO; |Krishnamoorthy ve ark.1985
ohen 4,96 1,90 - 25°C, 0,1 M NaNO; |Bandyopadhyay ve ark.2006
4,37 - Irving Rossetti
4,25 - Bjerrum-Calvin 37°C, 000 M Naley Fazary 2014
4,46 - Hyperquad
5,03 1,73 BEST 25°C, 0,1 M KClI Inci ve ark. 2014
4,75 <1 BEST 35°C, 0,1 M KCl Bu ¢alismada
4,17 <1 45°C, 0,1 M KCI
5,52 <1 BEST 25°C,0,1 M KClI Inci ve ark. 2017
4-mphen 5,25 <1 BEST 35°C, 0,1 M KCI Bu ¢alismada
4,99 <1 45°C, 0,1 M KCI
5,94 - - 25°C, 0,1 M KNO3 Yasuda ve ark. 1956
5,95 - - 25°C, 0,1 M KNO3 Brisbin ve ark. 1963
dmphen 5

5,89 0,61 BEST 25°C,0,1 M KCI Inci ve ark. 2014
5,68 <1 BEST 35°C, 0,1 M KClI Bu ¢alismada
5,54 <1 45°C, 0,1 M KCI
9,34 2,31 Hyperquad 25°C,0,1 M KCI Dallavalle ve ark. 2001
10,50 2,60 BEST 25°C, 0,1 M NaCl Canel ve ark. 2006
9,65 2,52 Hyperquad 25°C, 0,1 M NaClIQ, Podsiadly ve ark. 2009
9,32 2,43 BEST 25°C, 0,1 M KCI Inci ve ark. 2014

L-triptofan 9,51 2,41 15°C, 0,1 M NaCl
9,38 2,33 25°C, 0,1 M NaCl
907 526 - 35°C. 0.1 M NaCl Abdelkarim ve ark. 2016
9,15 2,22 45°C, 0,1 M NaCl
8,77 2,16 BEST 35°C, 0,1 M KCI Bu ¢calismada
8,11 1,98 45°C, 0,1 M KCI
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EK 2 Cu(II):phen koordinasyon tiirlerinin literatiirdeki kararhhk sabitleri (log p)

loghur | logBue, |logBuL, I;‘;g;?:;n Slcakl(;l;t;; iyonik Kaynak
7,20 - - - 35°C, 0,1 M KNOs | Krishnamoorthy ve ark. 1985
9,14 - - - 25°C, 0,1 M NaNO; | Bandyopadhyay ve ark. 2006
6,3 12,45 | 17,95 - 25°C, 0,1 MKCI Banks ve ark. 1959
3,65 8,62 - IrvingRossetti
336 | 7,92 - | Bjerrum-Calvin 37‘131; Isléj M Fazary 2014
349 | 835 - Hyperquad
6,88 - - BEST 25°C, 0,1 M KCI Inci ve ark. 2014
5,61 - - BEST 35°C, 0,1 M KClI Bu cahismada
5,15 > - 45°C, 0,1 M KCI
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EK 3 Cu(ll):4-mphen koordinasyon tiirlerinin literatiirdeki kararhlik sabitleri (log )

logBmL | logPme, |logPmi, I;‘;gg?:;n Slcakl;l;t;;iyonik Kaynak
6,96 - - BEST 25°C, 0,1 M KClI Inci ve ark. 2017
6,48 - - BEST 35°C, 0,1 M KCI Bu ¢alismada
6,07 - - 45°C, 0,1 M KCI
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EK 4 Cu(II):dmphen koordinasyon tiirlerinin literatiirdeki kararhhk sabitleri (log )

logBmL | logPme, |logPmi, I;‘;gg?:;n Slcakl;l;t;;iyonik Kaynak

8,76 16,02 | 21,99 - 25°C, 0,1 M KNO; Brisbin ve ark. 1963
7,57 - - BEST 25°C, 0,1 M KClI Inci ve ark. 2014
7,16 - - BEST 35°C, 0,1 M KCI Bu ¢calismada
6,77 - - 45°C, 0,1 M KClI
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EK 5 Cu(ll):L-triptofan koordinasyon tiirlerinin literatiirdeki kararhlik sabitleri (log p)

Kullanilan Sicaklik ve iyonik
logBnmi | logBme, program ortam Kaynak
7,96 - SCOGS 35°C, 0,2 M KNOs Mohan ve ark. 1993
7,96 - BEST 25°C, 0,1 M KCI Inci ve ark. 2014
8,05 7,77 15°C, 0,1 M NaCl
7,97 7,69 25°C, 0,1 M NaCl
- Abdelkarim ve ark. 2016

7,89 7,64 35°C, 0,1 M NaCl
7,82 7,54 45°C, 0,1 M NaCl
7,14 - BEST 35°C, 0,1 M KClI Bu calismada
6,59 - 45°C, 0,1 M KClI
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EK 6 Cu(ll) metal iyonunun amino asitler ve 1,10-fenantrolin veya tiirevleri ile olusturdugu
karisik ligant komplekslerinin literatiirdeki kararhlik sabitleri (log )

Kullanilan

Sicaklik ve

Kompleks logPBwmia | logPmian | AlogK program | iyonik ortam Kaynak
: : i i i 35°C,0,1 M | Krishnamoorthy ve
Cu:phen:CMP 11,80 KNO, ark. 1985
Cu:PP:Phe 15,26 - -1,08
Cu:PP:Tyr 15,48 - -1,18
Cu:PP:phen 8,79 - +0,10
Cu:TTP:Phe 13,98 i -1,60 35°C,0,2M | Yogi ve ark. 1994
- KNO3
Cu:TTP:Tyr 14,43 - -1,47
Cu:TTP:phen 8,26 - +0,32
Cu:ATP:Phe 12,92 - -0,68
Cu:ATP:Tyr 13,20 - -0,72
Cu:terpy:Phe 12,65 - -2,64
Cu:terpy:Tyr 12,90 - -2,54
SCOGS 35°C, 0,2 M Mohan ve ark.
Cu:terpy:Trp 13,23 - -2,69 KNO; 1993
Cu:bpy:Phe 15,48 - +0,20
Cu:phen:hb-L-His 24,44 - -0,14
25°C, 0,1 M | Bandyopadhyay ve
Cuz:phen:(hb-L-His).| 27,46 . - - NaNOs ark. 2006
Cu:phen:Val 15,58 - - - NaClO, Xiao-hua ve ark. 2005
Cu:phen:Phe 17,57 - +0,64
25°C,0,1 M Yamauchi ve ark.
Cu:phen:Trp 18,65 - +1,30
Cu:5-nphen:Phe 13,40 - +0,92
25°C,0,1 M Inci ve ark. 2014
Cu:5-nphen:Tyr 13,82 - +0,75 BEST KCI
Cu:5-nphen:Trp 15,20 - +2,31
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Cu:phen:Phe 16,33 +1,87
Cu:phen:Tyr 16,70 +2,02
Cu:phen:Trp 17,16 +2,32 .
25°C,0,1 M Inci ve ark. 2014
Cu:dmphen:Phe 16,51 +1,36 | BEST KCI
Cu:dmphen: Tyr 16,99 +1,62
Cu:dmphen:Trp 17,69 +2,16
Cu:4-mphen:Gly 16,83 +1,67
Cu:4-mphen:Tyr 16,31 +1,55
Cu:5-mphen:Gly 16,36 +1,50
Cu:5-mphen:Tyr 15,68 +1,22
Cu:dmphen:Gly 17,81 +2,04 BEST 25°C, 0,1 M inci ve ark. 2017
KCI
Cu:dmphen:Tyr 16,99 +1,62
Cu:tmphen:Gly 19,14 +2,45
Cu:tmphen:Tyr 18,54 +2,25
Cu:5-nphen:Gly 15,42 +1,93
Cu:5-nphen:Tyr 13,82 +0,75
Cu:phen:Trp 15,02 +2,27 35°C, 0,1
M KCI
Cu:phen:Trp 13,84 +2,10 45°C, 0,1
M KCI
Cu:4-mphen:Trp | 17,43 +2,51 25°C, 01
M KCI
Cu:4-mphen:Trp | 15,96 +2,34 BEST 35°C, 0,1 Bu ¢alismada
M KCI
Cu:4-mphen:Trp | 14,89 +2,23 45°C, 0,1
M KCI
Cu:dmphen:Trp | 16,34 +2,06 35°C, 0,1
M KCI
Cu:dmphen:Trp | 15,28 +1,92 45°C,0,1
M KCI
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EK 7 Cu(ll) iyonunun hidroliz dengelerine ait literatiirdeki sabitler

mCu*™ + nHx0 2 [Cum(OH)]®™™ + nH*

Sicaklik ve iyonik ortam m=1, n=1 m=2, n=2 Kaynak
(Bis) (B22)
T=18°C -8,0 -10,95 Pedersen 1943
Sey. CU(N03)2
T=25°C, 1 =3M -10,6 Berecki-Biedermann 1956
NaC|O4
T=15-42°C <-8 (-3833/T) + 2,497 Perrin 1960
I=0°
T=25°C, 1 =0,1M (-7,34) -10,6 Achenza 1964
KNO;
1=0 (-7,6) -10,8 Mahapatra ve ark. 1967
T=25°C, | =3M (-7,60) -10,95 Ohtaki 1968
LiClO, (dioksan-su)
T=25°C, 1 =3M (-7,22) -10,75 Kakihana ve ark. 1970
NaClO,
T=25°C, | =3M (-7,71) -11,46 Kakihana ve ark. 1970
NaC|O4 (DzO)

( Kaynak : Baes ve Mesmer 1986 )

138




OZGECMIS

Adi1 Soyadi : Pelin SENEL
Dogum Yeri ve Tarihi : ISTANBUL/02.12.1988
Yabanci Dili  Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)
Lise : Fatih-Sehremini Lisesi (YDA) - 2007
Lisans : Uludag Universitesi Fen- Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Boliimii - 2013
: Istanbul Universitesi Acik ve Uzaktan Egitim Fakiiltesi
Sosyoloji Boliimii - (2014 — devam ediyor)

Yiiksek Lisans : Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali - 2017

[letisim (e-posta) : senelpelin88@gmail.com

Bildiriler

Senel, P.. inci, D., Aydin, R., Zorlu, Y. 2015. “‘L-Triptofan ve 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolinin  Cu(Il) Iyonu ile Olusturdugu Karisik Ligant Kompleksinin Sentezi,

Karakterizasyonu, DNA Etkilesimlerinin ve Biyolojik Ozelliklerinin Arastiriimasi.”’
V. Ulusal Anorganik Kimya Kongresi, 22-25 Nisan 2015, Mersin.

Yer Aldigr Projeler

“‘Bakir(II), Nikel(I) ve Cinko(II) Iyonlarmin Siibstitiie Fenantrolinler, Triptofan ve
Glutamin Ile Olusturdugu Komplekslerin Sentezi, Karakterizasyonu, Kararliliklarinim,
Kompleks-DNA Etkilesimlerinin ve Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmast’” adli
Uludag Universitesi BAP projesi (2015).

139



