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OZET

FTALOSIYANINLERIN DNA’YA BAGLANMASININ iINCELENMESI

Kendilerine 6zgii yapilar1 nedeniyle ftalosiyaninler (Pcler), ¢cok cesitli
alanlarda uygulama imkan1 bulabilmektedir. Pcler, genis diizlemsel yapilar1 ve
sistemleri nedeniyle kolaylikla modifiye edilebilen genis makromolekiil
smiflarindan biridir. Katyonik Pclerin DNA ile etkilesimine ait ¢alismalar son
yillarda artan bir ilgiye sahiptir. Replikasyon ve transkripsiyondaki merkezi rolii
nedeniye DNA, antibiyotik, antikanser ve antiviral ilaglar i¢in ana hedef
durumundadir. Bu nedenle, DNA’nin metal kompleksleri ile etkilesimleri ve
reaksiyonlar1 biyoteknoloji ve tip alaninda yapilan arastirmalarda bir siiredir ilgi
ceken bir konudur. DNA/RNA yapilarini incelemek i¢in gelistirilmis ¢cok sayida
sentetik bilesik olmasina karsin DNA goriintiilemede kullanilan az sayida molekiil
bulunmaktadir. Ozellikle ZnPc kompleksleri fotodinamik kanser terapisinde

potansiyel fotosensitizor olarak ilgi ¢ekici 6zellikler gdstermektedir.

Tez calismamizda, Marmara Universitesi Kimya Boliimii Arastirma
Laboratuarlari’nda [4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril] ligand1
kullanilarak yeni bir bilesik olan {2,10,16,24-tetrakis-4-((4-
(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril)}  ¢inko  (II)  ftalosiyanin  tiirevi
sentezlenmistir. Negatif yiiklii oldugu bilinen DNA’ya daha kolay baglanmasini
saglamak icin katyonik hale getirilen tiirevin karakterizasyonu Fourier transform
infrared, niikleer —manyetik rezonans ve matriks destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon spektroskopisi yontemleri kullanilarak gergeklestirilmis
ve sentezin basarili oldugu gosterilmistir. Elde edilen ZnPc tiirevinin DNA’ya
baglanma o6zellikleri cesitli spektrofotometrik ve florometrik yontemlerle tayin
edilmistir. Sonuglar, yeni sentezlenen Pc tlirevinin DNA'ya uygun afinite gosterdigi
ve baglanmanin bazi bolgelerde elektrostatik, ¢ogu bolgede interkalasyon ile

gerceklestigini gostermistir.

Haziran, 2016 Gamze CAKIRCA



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF DNA BINDING PROPERTIES OF
PHTHALOCYANINES

Because of their unique structure, phthalocyanine compounds (Pcs) are
widely exploited in a variety of applications. Pcs are one of a family of
macromolecule classes with a wide planar structure and = electron system. In recent
years, studies on the interaction of cationic phthalocyanines with DNA have
received great interest. DNA has a key role in replication and transcription
processes, so it is a main target for antibiotics, anticancer and antiviral agents.
Therefore, interaction and reaction of metal complexes with DNA has long been
the subject of intense investigation in relation to the development of new reagents
for biotechnology and medicine. Although many synthetic compounds have been
developed to explore a variety of DNA/RNA structures, few molecules can be used
to photocleave DNA in the concept of photodynamic therapy. Especially Zinc Pc
complexes display interesting properties as potential photosensitisers in

photodynamic cancer therapy.

In this thesis, we have reported the synthesis of novel {2,10,16,24-tetrakis-
4-((4-(dimethylamino)phenyl)diazenyl)phthalonitrile)} Zinc (1) Phthalocyanine
which was peripherally bridged with [4-((4-(dimethylamino)phenyl) diazenyl)
phthalonitrile] group. The experiments were carried out in Chemistry Research
Laboratories at Marmara University. Sythesized Pc derivative was quaternized for
to ensure easier binding to negatively charged DNA. This derivative was
characterized successfully with Fourier Transform Infrared, Nuclear Magnetic
Resonance and Matrix Assisted Laser Desorption/lonization methods. DNA
binding properties of this Pc was investigated using different absorption and
fluorescence spectroscopic techniques. The results indicated that the novel Pc
derivative have affinity to most regions of DNA with an intercalative and to some

regions with an electrostatic binding mode.

June, 2016 Gamze CAKIRCA
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BOLUM 1-GIRIS
1.1.Ftalosiyaninlerin Tarihcesi

Ftalosiyaninler (Pc), ilk kez 20. yiizyilda Braun tarafindan elde edilmistir.
1907 yilinda yaptig1 ¢alismada asetik anhidrit ve ftalimid’den 0-siyanobenzamid
sentezi sirasinda yan iriin olarak koyu renkli ¢oéziinmeyen bir madde iiretmistir.
(Braun ve Tcherniac, 1907). Bu yan iriiniin ftalosiyanin adini1 almasi ilk kez
Linstead tarafindan 1933 yilinda olmustur. Linstead ve arkadaslari magnezyum
oksitleri, karbonatlar etil alkol i¢inde asitle karistirarak ftalosiyanini %40 verimle
sentezlemislerdir (Linstead, 1934). Linstead’in ¢alismalari géz Oniine alinarak
ftalosiyaninlerin, X-isin1, elektron mikroskobu gibi farkli yontemlerle yapilari
dogrulanmistir. Yapilar1 dogrulandiktan sonra ftalosiyaninlerin fotoiletkenlik,

¢Oziiniirliik, indirgenme, spektral gibi 6zellikleri arastirilmistir (Robertson, 1935).

O
N\
/
NH» N HN
N “N + 4H50
CN > jNH  N=
ANNP

Sekil 1.1 Orto-Siyanobenzamid Sentezi Sirasinda Metalsiz Ftalosiyanin
Eldesi (Birsoz, 2013)

Bir baska calismada, De Diesbach ve Von Der Weid tarafindan 1,2-
disiyanobenzen bilesigi sentezi yapilirken yan iriin olarak bakir kompleksli
ftalosiyanin elde edildigi goriilmiistiir (De Diesbach ve Von Der Weid, 1927).

Gecmisten gilinlimiize kadar ftalosiyaninlerin genis bir uygulama alaninin
olmasindan dolay1, ftalosiyaninlerin sentezi ve Ozellikleri bir¢ok makalede

yayimlanmistir (Y1lmaz, 1996).



1.2. Ftalosiyaninlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Makro halkali bilesikler, li¢ veya daha fazla hetero atom bulunduran
bilesiklerdir. Bu bilesikler dokuz veya daha fazla iiyeye sahiptirler. Ftalosiyaninler
de dort iminoizoindolin {iinitesine sahip makro halkali bilesikler smifinda
bulunmaktadirlar. Ayrica yiiksek kararlilik gdsteren ¢ok yonlii aromatik yapilardir.
Merkezlerinde bosluk bulunur. Bu bosluga birgok metal iyonu alabilirler
(Dumoulina ve ark., 2010-Acar ve ark., 2012). Metalli Pc’ler, metalsiz Pc’lerin
merkezindeki hidrojen atomlarinin metallerle yer degistirmesi sonucu elde edilir

(Akkus, 2011) (bkz. Sekil 1.2).

S i S oo
e

Sekil 1.2 Hidrojen-Metal Degisimi ile Metalli Ftalosiyanin Olusumu
(Alemdar, 2009)

Ftalosiyaninler neredeyse biitlin metaller ile kompleks
olusturabilmektedirler (Terekkov, 1997). Olusturduklar1 bu kompleksler,
metallerin 6zelliklerine bagh olarak degismektedir. Koordinasyon sayisi dort olan
metaller ile kompleks olusturduklarinda kare diizlem yapi, koordinasyon sayisi
dortten biiyiik olan metaller ile kompleks olusturduklarinda ise kare piramit ve
oktahedral yapilart gozlenmektedir. Bir ftalosiyaninin en kararli hali, metal
iyonunun ¢apmin, merkezinde bulunan boslugun ¢apma uygun oldugunda
goriilmektedir. Eger metalin ¢ap1 biiyiikk ya da kiiciik olursa metal atomlar

kolaylikla kopmaktadir (Birsoz, 2013).

Ftalosiyanine baglanan metal onun sadece yapisini degil spektroskopik

ozelliklerini de etkilemektedir. Bu da ftalosiyaninlere genis bir kullanim alam



saglamaktadir. Ornegin; Ftalosiyaninler ¢inko (Zn) ve aliiminyum (Al) gibi metal
icerdiklerinde uygun dalga boylu 1s1kta uzun émiirlii triplet tirtinler vermektedirler.
Zn ve Al gibi metal igeren ftalosiyaninlerin bu 6zelligi fotodinamik terapide (PDT)
15181 kanserli hiicreyle etkinligini artirdig1 igin dnemlidir (Altun, 2011). Ozellikle,
cinko(ll)ftalosiyanin (ZnPc) klinik arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. ZnPc;
Zn?* iyonunun d'° konfigiirasyonu optik spektrada komplike bandlar
vermemektedir. Bundan dolay1 en ¢ok galisilan ftalosiyanin olmustur. ZnPc¢’nin,
yogun kirmizi goriiniir bolge absorpsiyonu ve yliksek singlet ve triplet bolgelerine
sahip olmast onu PDT uygulamalarinda 6nemli bir fotosensitizér yapmaktadir
(Biyiklioglu ve ark., 2010). Spektrumun kirmizi bolgesindeki yiiksek molar
absorpsiyon katsayilar1 ve fotostabiliteleri nedeniyle ftalosiyaninler yararli
fotosensitizor olarak da bilinmektedirler. Ftalosiyaninler, 18 n-elektron sistemine
sahip mavi veya yesil renkli bilesiklerdir (Biyiklioglu ve ark., 2010). Sahip
olduklari mavi veya yesil renklerinin yogunlugu, 18 n- elektronlarinin elektronik
delokalizasyonuna baghdir. Bu 6zellikleri Pc’lerin boya ve pigmentlerde
kullanilmasina da olanak saglamaktadir. Ayrica ftalosiyaninler, elektronca zengin
(18 m-elektron) olmalar1 nedeniyle UV-Goriiniir bolge spektroskopisinde siddetli
absorpsiyon pikleri vermektedirler (Kogak ve ark., 2000). 650-700 nm arasinda
verdikleri karakteristik pik ftalosiyaninlerin metalli olup olmadigin1 gostermektedir
(bkz. Sekil 1.3).

Absorbans (AU)

300 00 F w00 o0 500
Dalga Boyu (xun)
Sekil 1.3 Metalli (MPc) ve Metalsiz (H2Pc) Ftalosiyaninin UV-Goriiniir
Bolge Spektroskopisi (Birs6z,2013)



Ftalosiyaninlerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri, periferal konumlarina
baglanan siibstitiientlere gore degismektedir (Yabas ve ark., 2012). Pc’lerdeki
periferal pozisyonlara baglanan siibstitiientler, ftalosiyaninlerin kullanim
alanlarinda ¢esitlilik saglamakla birlikte ¢oziiniirliiklerini de etkilemektedir. Suda
¢cOzlinirligli olmayan Pc’lerin uygun siibstitiientler ile ¢oziintirlilikleri
saglanabilir. (Ozer ve ark., 2008 — Yaglioglu ve ark., 2008). Boylece Pc’lerden
farkli 6zellikte sinirsiz yeni materyaller {iretmek miimkiin olmaktadir (Ceyhan ve
ark., 2007).

n.pk.
\ /’ periferal konumlar
T
LT A
T P o i
nor-periferal
\ / konurmlar

Sekil 1.4 Ftalosiyanin Bilesigindeki Periferal ve Non-periferal Konumlar

Ftalosiyanin halkasina eklenen fonksiyonel gruplar eger zengin elektron
verici bir birime sahip ise bilesigin ¢oziiniirliigiiniin ve ftalosiyaninin kendine has
ozelliklerinin (optik, elektrokimyasal gibi) artmasinda etkili olmaktadir (Ceyhan ve
ark., 2006). Siibstittienti kiikiirt iceren metalli Pc’ler, metalsiz olanlara gore daha
cesitli  spektroskopik ve fotokimyasal oOzelliklere sahip olmaktadirlar.
Ftalosiyaninin periferal pozisyonlarda kiikiirt gruplarmin varligi, elektron verici
ozellik gostermektedir. Bu da Q-bandindaki kaymanin 700 nm’den daha biiyiik
dalga boylarina olmasini saglamaktadir (Zugle ve ark., 2013). Bu o6zellik
ftalosiyaninlerin  yakin kizilotesi cihazlarda ve PDT uygulamalarinda

kullanimlarina olanak saglamaktadir (Zakharov ve ark., 2008).

Ftalosiyanin igeren bilesikler zengin koordinasyon kimyasina sahiptir. Bu
yiizden, arastirmacilarin spesifik 6zellikli ¢esitli bilesikler sentezleyerek, yiiksek
teknolojik uygulamalar igin ftalosiyanini kullanmalari miimkiin olmustur. Yeni
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sentezlenebilen bilesiklerin sonucu olarak ftalosiyaninlerin 6nemi, ¢esitli bilim ve

teknoloji alanlarinda hizli bir sekilde artmaktadir (Ceyhan ve ark., 2007).
1.3. Ftalosiyanin Cesitleri

Ftalosiyanin ¢esitleri temelde 4 baglik altinda toplanabilir.

1. Sandvi¢ tipi ftalosiyaninler, iki veya daha fazla ftalosiyaninin metal
iyonlart yardimiyla birbirine baglanmasi ile olusturmaktadir (bkz. Sekil 1.5). Bu
komplekslerin halkalarindaki azotlarin bag sayisinin 8 oldugu, yapilan X 1s1m
difraksiyon caligsmalariyla gosterilmistir. Bu sandvi¢ yapili kompleksler organik
yari-iletken olarak 6zellik gostermektedirler (Sesalan ve ark., 1999 — Day ve ark.,
1974).

2. Sepet tipi ftalosiyaninlerin ilk sentezi 2002 yilinda Tomoliva tarafindan
gerceklestirilmistir (bkz. Sekil 1.6). iki adet ftalosiyanin halkasinin iist iiste
konumlanarak birbirine 4 adet koprii ile baglanmasi sonucu bu yapilar meydana

gelmektedir (Altun, 2011).

3. Subftalosiyaninler, delokalize olmus 14 w elektrona sahiptirler. Non-
lineer yapidadirlar ve yiiksek absorbans katsayisina sahiptirler. Bu 6zellikleri

subftalosiyaninlerin 1sikla ¢alisan cihazlarda kullanilmasimi saglamaktadir (bkz.

Sekil 1.7).

4. Siiperftalosiyaninler ise 22 w elektron sistemine sahip makro halkali
bilesiklerdir (bkz. Sekil 1.7). Spektrumda 914 nm’de yogun bir band gostermeleri
sebebiyle gilines pilleri ve fotodinamik terapi i¢in kullanilabilen yapilardir

(McKeown, 2003).
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Sekil 1.5 Sandvig Tipi Cift Katl1 (Pc2M) veya Ug Katli (PcsM2) Kompleksin
Yapist (Birsoz, 2013)

Sekil 1.6 Sepet Tipi Ftalosiyanin Yapisi (Birsoz, 2013)
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Sekil 1.7 Subftalosiyanin (SubPc) ve Siiperftalosiyanin (SuperPc) Yapilari
(Birsoz, 2013)

1.4. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Yap1 Tayinleri

Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektroskopisi

UV-Goriiniir Bolge (UV-Vis) Spektroskopisi

Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) Kiitle Spektrometresi

1.4.1. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektroskopisi

Infrared (IR) spektroskopi; bilinmeyen bir bilesigi, bilinen bir yap1 ile
tanimada ve ayrica fonksiyonel gruplari saptamada kullanilmaktadir (Alemdar ve
ark., 2009). Bu spektroskopide molekiilde olusan kiiciik titresimlerden yararlanilir
(Yelekei, 1991).

IR spektrumunda parmak izi bolgesi ve fonksiyonel grup bolgesi olmak
lizere iki 6nemli bolge bulunmaktadir. Fonksiyonel grup bélgesi, 4000-1300 cm™
arasindaki bolge olup, fonksiyonel gruplarin gerilme piklerini gostermektedir.
Diger bolge parmak izi bolgesi ise bilesigin kendisine ait karakteristik bolgedir.

Spektrumda bu bélge 1300-909 cm™ arasinda goriilmektedir (Yazici ve ark., 2014).



Ftalosiyanin bilesiklerinde ligandlarin esneme titresimi ve aza gerilimleri
gibi bantlar IR spektrumlari sayesinde gozlenmektedir. Bu titresim bandi metalli
Pc’lerde goriilmezken, metalsiz Pc’lerin karakteristik N-H pikleri yaklasik 3289
cm’de gozlenmektedir (Altun, 2011-Birsdz, 2013). Ayrica ftalosiyaninlerin makro
halkali yapilarindan dolayr C-H gerilme bandlar1 3000-3050 cm™ ve C-C gerilme
bandlari ise 1450-1600 cm™ araliginda goriilmektedir (Birsoz, 2013).

Sentezlenecek olan bir bilesikteki fonksiyonel gruplar (amin, karbonil, alkol
gibi) IR spektroskopisi ile kolay bir sekilde tanimlanabilmektedir. Bu nedenle bu
fonksiyonel gruplari tasiyan yapilarin aydinlatilmasi i¢in IR spektroskopisi dnem
arz etmektedir. Bolimiimiizde yapilan bir c¢alismada; Pc sentezinin baslangig
maddelerinden biri olan ftalonitril tiirevinin IR spekroskopisinde verdigi nitril piki
sentez sonucu kaybolmaktadir. Bu veri falosiyaninin olustugunu kanitlamaktadir.
Mono Pc olusumunda da nitril pikinin kaybolmasi ftalosiyaninin varligin
gosterirken, sepet tipi ftalosiyaninde nitril piki varlig1 yapinin olusmadigi anlamina
gelmemektedir. IR spektrospkopisi, bilesigi saptamada yarar saglamasina ragmen,
tek basina yeterli goriilmemektedir. Bilesigin analizi IR spektroskopisinin yani sira
UV-Goriiniir bolge spektroskopi, MALDI-TOF kiitle spektroskopisi gibi farkli
tekniklerle de galisilmalidir (Odabas ve ark., 2007).

1.4.2. UV-Goriiniir Bolge (UV-Vis) Spektroskopisi

UV-Vis spektroskopisi ftalosiyanin bilesiginin varligini, varsa metal igerip
icermedigini anlamak i¢in kullanilmaktadir. Ftalosiyaninlerin spektrumda verdigi
pikler Q, B, N ve L bandi olarak adlandirilmaktadir. Pc’lerin sahip oldugu © — n*
gecisleri Q bantlarin olusmasini, n— n* gegisleri ise B bantlarinin olusmasini
saglamaktadir. 500-720 nm araliginda Q bandi, 320-420 nm araliginda B veya Soret
bandi ve 330-230 nm araliginda ise N ve L bandlari gériilmektedir (Kogak ve ark.,
2000). UV spektrumunda gozlenen diger pikler ise ligand ile metal arasindaki yiik
gecislerinden kaynaklanabilir (Birs6z,2013).

Ftalosiyaninlerin Q bandina ait pikleri karakteristik 6zelliklerini
gostermektedir (Stillman ve Thomson, 1974). Molekiiliin simetrisini tanimlamada

Q bandi belirleyicidir. Simetri 6zellikleri agisindan bakildiginda; Don Simetrisi



metalsiz ftalosiyaninlerin gosterdigi bir 06zellikken, Dan simetrisi metalli
ftalosiyaninlerin bir 6zelligidir. Q bandindaki yarilmis ve yarilmamis pikler
ftalosiyaninlerin bu simetri farkliligindan olusmaktadir. Dan simetrisi gdsteren Pc
molekiiliinde Q bandinda tek bir pik, D2n simetrisi gdsteren Pc molekiiliinde ise ¢ift

pik goriilmektedir (Ok, 2006).
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Sekil 1.8 Baz1 Metalli Ftalosiyaninlerin UV-Vis Spektrumlar1 (Basak ve
ark., 2014)

Ftalosiyanin spektral ozelliklerini; merkezinde bulunan metal atomu,
molekiiliin yapisi, fonksiyonel gruplarin periferal konumlari, ftalosiyaninin
agregasyonu gibi etkenler de degistirmektedir. Agregasyon; bir solvent iginde
bulunan bilesiklerin kiimelesmesidir. Ftalosiyaninlerin molekiiler arasi ¢ekimleri
sonucu list liste birikmeleri seklinde olusur. Agregasyon, yiiksek derisim ve polar
¢oziicii kullanildiginda artmaktadir. Bu durumda agregasyondan kaynakli Q
bandinda bir omuz olugmaktadir. Olusan bu omuz Q bandinin siddetinde azalmaya

sebep olmaktadir (Ozgesmeci ve ark., 2007-Birsdz, 2013).



1.4.3. Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Cekirdek sayilarint ve cekirdeklerin tiplerini belirlemek i¢in niikleer
manyetik rezonans spektroskopisi kullanilmaktadir. NMR spektroskopi prensibi
cekirdeklerin spin durumunun degismesine dayanir. Kimyasal etkilesim sonucu iki
cekirdegin arasindaki mesafeden eslesme katsayisi bulunarak c¢ekirdeklerin
stereokimyalari tayin edilir. 'H-NMR ve *C-NMR yap1 tayininde en ¢ok bakilan
cekirdeklerdir (Yelekgi, 1991).

Solvent ortamdaki ftalosiyaninlerin halkalar1 arasindaki agregasyon
ozellikleri, onlarin H-NMR spektrumlarinda olumsuzluga neden olmaktadir.
Metalli ftalosiyaninlerde merkezdeki metalin, halkalar arasi etkilesimi yani
agregasyonu artirdig1 goriilmektedir. Kullanilan solventin elektronca zengin olmasi
bu etkilesimi azaltmaya yoneliktir. Elektronca zengin solvent merkezdeki metal ile
etkilesip halkalarin arasina girerek agregasyonu onlemektedir (Terekkov, 1997).
Ayrica metalli ftalosiyaninlerdeki siibstitiientler de *H-NMR spektrumunu
etkileyebilmektedir. Metalli ftalosiyaninlerde elektron wverici siibstitiientler
bulunuyorsa sinyaller diisiik alana, elektron alict siibstitiientler bulunuyorsa

sinyaller kuvvetli alana kaymaktadir (Tau ve Nyokong, 2006).
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Sekil 1.9 Ornek *H-NMR Spektrumu (Basak ve ark., 2014)
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Metalsiz ~ ftalosiyaninlerin ~ 'H-NMR’da  verdikleri N-H pikleri
incelendiginde; ¢oziiniirliigii az ve agregasyon o6zelligi fazla olan ftalosiyaninlerin
N-H piklerinin, ¢oziiniirliigii daha fazla ve agregasyonu az olan ftalosiyaninlerdeki
N-H piklerine kiyasla daha yiiksek bolgelere kaydigr gozlenmektedir. Ayrica
bunlarin genis band olduklar goriilmektedir.

Agregasyonun fazlaligindan dolay1 protonlarin biiyiik bir kayma degeri
gostermesinin engellenebilmesi igin ftalosiyanine aksiyel ligandlar ve uzun yan
zincirler eklenebilmektedir. Coziiniirligii fazla olan ftalosiyaninlerde ise durum

tam tersi yondedir (Terekkov, 1997)

1.4.4. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) Kiitle

Spektrometresi

MALDI metodu; molekiil agirhigi en fazla 200,000 Da kadar olan
bilesiklerin tespitinde kullanilabilmektedir. Ayrica bilesik iginde bulunan metali
kaybetmeden ve safsizliktan kaynaklanan pikleri, iyonlarin piklerinden ayirarak
sonu¢ verebilmektedir. Bu agidan onemli kullanim alani1 bulunmaktadir. MALDI
teknigi disindaki tiim tekniklerde numunenin saf olmasi gerekmektedir. Numune,
ultraviyole 15181 absorbe eden bir matriks bilesigiyle karistirilir. Bu karisima azot
lazer atis1 kontrollii bir sekilde yapilir (Altun, 2011). Numunenin ve matriksin
cozeltileri hazirlanip karigtirtlir. Karigtirllan numune ve matriks hedef plakaya
uygulanir. MALDI metodunda solvent se¢imi 6nem arz etmektedir. Hazirlanacak
olan matriks ve numunenin solvent i¢inde iyi ¢oziinmesi gerekir. Bu teknikte
numunenin ¢oziindiigli solvent daha sonra buharlastirildig1 i¢in solventin kolay
buharlagabilir olmasi ve kalinti birakmamasi gerekmektedir. Bu solventlere;
kloroform ve diklorometan 6rnek olarak gosterilebilir. Solventi buharlagan numune
belirli bir vakum degerinde cihaza yerlestirilir ve lazer atim1 yapilir. Lazer atimi
yapilan numune gaz halinde dedektore ulastiktan sonra TOF (time of flight)

analizorii iyonlarin verilerini kiitle spektrumu olarak kaydeder.

MALDI yonteminde hazirlanan matriks, lazer 1s1gmin fazla enerjisini
sogurmaktadir. Bdylece molekiiliin pargalanmasi &nlenmektedir. Iyonlasmayi
etkilemesi sebebiyle matriks se¢imi net MALDI-TOF spektrumu elde etme igin

onemlidir. Bazi numunelerde matriks kullanmaya gerek duyulmayabilir. Ancak bu,
11



numunenin kolay iyonlagma 6zelligine ve yan iriinler olusturmamasina baghdir (

Kobayashi ve ark., 2006).
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Sekil 1.10 Ornek MALDI-TOF-MS Spektrumu (Basak ve ark., 2014)
1.5. Ftalosiyaninlerin Kullanim Alanlar:

Ftalosiyaninlerin c¢esitli kullanim alanlari mevcuttur. Bunlarin iginde
ftalosiyaninlerden en ¢ok yararlanilan alanlar siralanmigtir. (Ahmed ve ark., 2012-
Wang ve ark., 2012)

e Elektrofotograf

e Fotovoltaik

e  Giines pilleri

e  Gaz sensorleri

e Non-lineer optik

e Fotodinamik kanser terapisi
e Boya ve pigmentler
e  Optik diskler

e  Likit kristaller

e  Miirekkepler

e Fotoiletken ajan

e  Yakat pilleri

e Fotokopi makineleri
e Plastik ve kaucuk

e Liiminesans kimyasi

e  Spektrofotometrik analiz
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1.6. Ftalosiyanin Bilesiklerinde Coziiniirliik

Pc’ler genel olarak suda ¢oziiniir yapida degildirler. Organik ¢oziiciilerde
¢ozinirlikleri azdir (Leznoff ve ark., 1993). Organik ¢6ziiciilerde ¢6ziinmemeleri,
ftalosiyanin uygulamalarinda bir¢ok zorluga sebep olmaktadir. Bu nedenle kimya
alaninda yapilan ¢alismalar Pc’lerin ¢esitli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliiklerini artirma
yoniinde olmaktadir (Pekbelgin ve ark., 2008). Bu da ftalosiyaninleri katyonik
tirevlere, aksiyal siibstitiientlere ve periferal-nonperiferal yapilara doniistiirerek
saglanabilmektedir (Wie ve ark., 2003). Ayrica ftalosiyaninin ¢oziiniir olmasi boya-
esasli giines pili calismalarinda kolaylik saglamaktadir. Bu amagla en ¢ok

arastirilan ¢inko(II)ftalosiyanin tiirevleri olmustur (Jin ve Chen, 2012).

Ftalosiyaninlerin sudaki ¢oziiniirliigli polar ortamlarda kiimelenmeye
(agregasyon) yatkinlik gdstermesine ragmen avantaj saglamaktadir. Periferal
konumlara baglanan uzun zincirli hidrofobik yapilar, hacimli gruplar
ftalosiyaninlerin apolar ¢oziiciilerde ¢oziinmesini saglarken; siilfonil, karboksil ya
da amino gruplar ftalosiyaninlerin su gibi polar ¢oziiciilerde ¢6ziinmesini de
miimkiin kilmaktadir (Weber ve ark., 1964). Ayrica siilfonil ve karboksil gruplar
elektron c¢eken gruplardir. Bunlar ftalosiyanine baglandigi zaman ftalosiyanini
indirgemekte  bdylece  fotoelektrokimyasal c¢aligmalarda  kullanilmalarini

saglamaktadirlar (Schlettwein ve ark., 2001).

Ayni sekilde siibstitiientlerin azo gruplarmin ya da amino gruplarinin
kuaterner hale getirilmesi genis pH araliklarinda ¢ozliniirliigii artirmada yarar
saglamaktadir (Giirsoy ve ark., 2001). Ftalosiyaninin ¢evresindeki halkalarda
yerini alan hidrofilik kisimlar; siilfat tuzlari, karboksil tuzlari, fosfor tuzlar1 ve
Kuaternize amino gruplari igerir. Ayrica suda ¢oziinmeyi en iyi kolaylastiran yapilar
ftalosiyaninlerin tetra- ve okta- yapilaridir. Bir baska suda ¢oziinen ftalosiyanin
cesidi ise merkezdeki metal iyona koordine olmus ligand iceren hidrofilik gruplarin

bulundugu ftalosiyaninlerdir (Biyiklioglu ve ark., 2010).

Coziinlir ftalosiyaninler gelecek vadeden fotosensitizérdirler (Camur,

2012). Bu ftalosiyaninlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri duyarliliklaridir. Bu

duyarliliga 6rnek olarak, bazi ftalosiyaninlerin DNA iizerinde tutunarak tiimorlere

kars1 biyolojik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Akgay ve ark., 2012). Ayrica
13



organik ¢oziiciide ¢ozlinebilen kuaterner ftalosiyaninlerin uzun dalga boylarindaki
Q bandi absorpsiyonu vermedigi gozlenmistir (Matsuda ve ark., 1990). Bu 6zellik,
kuaterner ftalosiyaninlerin IR absorber ve PDT’de fotosensitizér olarak

kullanilmalarin1 saglamistir (Glirsoy ve ark., 2001).
1.7. Deoksiriboniikleikasit (DNA)

Deoksiriboniikleikasit, kalitimi1 saglayan ipligimsi bir makromolekiildiir.
Yapisinda ¢ok sayida deoksiriboniikleotid bulunmaktadir. James Watson ve
arkadaslari DNA’nin ii¢ boyutlu yapisim X-1sm1 kirmmim fotograflariyla 1953
yilinda aydinlatmislardir (Watson ve ark., 1953).

DNA ¢ift sarmalli yapidadir. Bu ¢ift sarmal boyunca siralanmis 4 ¢esit baz
(adenin, guanin, sitozin, timin) bulunmaktadir. Bazlarin siralanmasindaki farklilik
genetik bilgileri tasimaktadir. Aralarindaki mesafe ve yaptiklart hidrojen baglar

sebebiyle adenin bazi timin ile (A-T), sitozin bazi guanin ile (C-G) eslesmektedir.

Cift sarmallit DNA’nin 6 yapisal sekli bulunmaktadir. Ancak bunlardan en
onemli 3 tanesi; B-DNA, A-DNA ve Z-DNA olarak belirtilmistir (bkz. Sekil 1.7).
Bu DNA’lar dénme acis1, doniis yonii ve egiklik gibi 6zelliklerde birbirlerinden
ayrilmaktadirlar. DNA’nin en ¢ok bulunmayi tercih ettigi yap1 B- yapisidir. B-DNA
dehidratize oldugunda ortaya A- formu g¢ikmaktadir. DNA-RNA hibritleri bu
formda bulunmaktadir. A- ve B- formundaki DNA sarmal eksenine sag el yoniinde
sartlirken Z-DNA tam tersi yonde sarilmaktadir. Art arda gelen piirin-pirimidin

dizilisleri zig-zag bir yap1 olusturduklari i¢in Z- formunda DNA’ya 6rnektirler.

DNA molekiilii sulu ¢ozeltilerde birtakim 6zellikler gostermektedir.
DNA’da bulunan baz ¢iftlerinin hidrojen baglarinin kararlilig1 4<pH<11 oldugunda
maksimumdur. Bu pH araliklar1 diginda ¢ift sarmall1 yapi agilip bozulmaktadir. pH
<4 oldugunda DNA tamamen iyonlasir ve ¢ok protonlu bir asit 6zelligi gosterir.
Sarmalin yapisinda bulunan fosfat gruplari hidrofiliktir ve suya yonelim
gostermektedir. Bu durum iki degerlikli katyonlara ve aminlere kolaylikla
baglanmasini saglamaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2005). Katyonik boyalar
niikleik asitlerin yapisin1 ve dinamigini anlayabilmek i¢in ¢ok iyi bir probtur.

Bunun en 6nemli nedeni kromoforik 6zelliklerinin kolaylikla izlenebilmesidir.
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Sentetik ve dogal DNA molekiilleri ile olan etkilesimler, UV-Vis ve floresans
spektroskopileri ile yaygin olarak ¢alisilmakta ayni zamanda NMR, FT-IR, Raman
spektroskopisi, sirkiiler dikroizm ve elektrokimyasal metotlar gibi ¢esitli
yontemlerle de uygulama alani bulmaktadir. Bu etkilesimlerin anlagilmasi, DNA
hedefli yeni ve daha verimli ilaglarin tasarlanmasini da saglamaktadir (Duan ve

ark., 2009).

Z-DNA A-DNA B-DNA

Sekil 1.11 A-DNA, B-DNA ve Z-DNA’nin Yapilar (Keha ve Kiifrevioglu,
2005)

Yeni ilaglar lizerine son yillarda yapilan arastirmalar, niikleik asitlerin bu
calismalar i¢in 6nemli bir hedef noktasi oldugunu gostermektedir. Ozellikle
katyonik metaloporfirinler niikleik asitler i¢in iyi bir afinite saglamaktadir. Bunu,
deoksiriboz birimlerinin C-H baglarin1 yiikseltgeyerek gergeklestirir. Katalizor
baglanmis DNAnin oksidasyon kimyasi iki farkli sekilde olmaktadir. Birincisinde
oksidasyon direkt olarak DNA’ya yonlendirilmekte ve kimyasal niikleazlara yol

agmaktadir. Ikincisinde ise oksidasyon govdedeki kiiciik substratlara
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yonlendirilmekte ve DNA bu kataliz i¢in uygun g¢evreyi saglamaktadir (Pratviel,
2016). Katyonik metaloporfirinler de bu oksidasyon i¢in ortam saglamaktadirlar.
Goriintir 151k ve oksijen varliginda suda ¢oziinebilen katyonik metaloporfirinler
DNA iplikg¢iklerinin ayrilmasinmi tetiklemektedir. DNA’nin ilaglara baglanmasi
kanser, AIDS ve diger bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi igin kullanilmaktadir
(Evren ve ark., 2013). Kiiciikk molekiilleri ile etkilesebilme yetenegi sayesinde
Ozellikle antikanser ilaglarinin gelistirilmesinde DNA birincil intraseliiler hedeftir.
DNA’ya baglanabilme ozelligi gosteren molekiiller kanserli hiicrelerde DNA
hasarina sebep olurlar, kanserli hiicrelerin boliinmesini engellerler ve bdylece

kanserli hiicrenin 6liimiinii saglarlar (Khorasani-Motlagh ve ark., 2010).

Se = = =
interkalatif
% o ¢Elektrostatik . e¢ Y1Zilma Groove ¥ baglanma
baglanma ¢ baglanma
L
@
=4 s » ©

Sekil 1. 12 DNA’ya Baglanma Modelleri (Cao ve He, 1998)

Kiiciik molekiillerin DNA’ya baglanmasi dort sekilde olmaktadir;
1.Elektrostatik baglanma, 2.Yigilma 3.Oyuklara baglanma ve 4.Interkalatif
baglanma (bkz. Sekil 1.12). Yapilan aragtirmalar, elektrostatik baglanma
gostermeyen kiicliik molekiillerin DNA’ya baglanmada yiiksek miktarda secici
oldugunu ortaya koymaktadir. Kii¢iik molekiillerin ve DNA’nin sterik yapisi, bu
kiiciik molekiillerin baglanma o6zelliklerini (afinite ve baglanma bolgesi gibi) ve
elektronik hallerini belirler. Diizlemsellik, interkalatoriin yiiksek verimle

baglanmasi i¢in gerekli olan 6nemli 6zelliklerden biridir (Cao ve He, 1998).
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1.8. Foto Dinamik Terapi (PDT)

Foto dinamik terapi; 1s1n tedavisinin izlendigi, fotosensitizor tarafindan IR
ya da goriiniir 1s1ikta uygun dalgaboyunu absorbe eden kanser tedavilerini
kapsamaktadir (Paola De Filippis ve ark., 2000). Ameliyat, kemoterapi ve
radyasyon terapileri gibi geleneksel kanser tedavileri, hastalikli hiicreleri ortadan
kaldirmay1 amaglamaktadir. Ancak bu yontemler asir1 hassasiyet gerektirmektedir.
Sadece hastaligin oldugu hiicreler degil saglikli olan hiicreler de sitotoksik
Ozellikten dolay1 tahribe ugrayabilmektedir (Biyiklioglu ve ark., 2011). PDT;
toksisite gostermemekle birlikte sadece hedef dokuya etki etmektedir. Ayrica ¢ok
sayida lezyonun tedavisi tek seferde saglanmakta ve kozmetik agidan da olumlu
sonuglar vermektedir. Bu da foto dinamik tedavinin diger tedavilere gore daha

avantajl oldugunu gostermektedir (Kutlubay ve ark., 2011).

PDT ¢alismalariin temelleri Oscar Raab tarafindan, 1900 yilinda atilmistir.
Raab, akridin boya ile 1s18in protozoalar iizerinde oldiriicii etki gosterdigini
gbozlemlemistir. 1903 yilinda yapilan baska bir ¢alismada da Tappeiner ve
arkadaslar1 tarafindan deri tlimoérlerinin tedavisinde eozin ve beyaz 151k

kullanilmigtir (Allison ve Sibata, 2010).
1.8.1. PDT Etki Mekanizmasi

PDT’nin oksijen, 1sin kaynagi ve fotosensitizor olmak iizere ii¢ temel
bileseni bulunmaktadir (Jori, 1996). Hedeflenen dokuda biriken fotosensitizor (PS),
goriiniir 15182 maruz birakilarak emilim saglanmaktadir. Isig1 absorblayan
fotosensitizor yiiksek enerjili duruma uyariimaktadir (*PS*). Uyarilma ile PS
sistemlerarasi gecise (ISC) ugrar ve bdylece uyarilmis hal triplet 6zellik kazanir
(®PS*). Daha sonraki siiregte iki durum s6z konusu olmaktadir (bkz. Sekil 1.12).
Fotosensitizor bir substrat ile reaksiyona girip radikal ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusturmaktadir. Bu durum tip 1 reaksiyon olarak ifade edilmektedir. Diger
durumda ise yiiksek enerjili fotosensitizor oksijeni aktiflestirerek singlet konumuna
getirmektedir. Aktiflesen oksijen radikalleri kanser hiicrelerini okside ederek hasar
olusturmaktadir. Bu durum ise tip 2 reaksiyon olarak ifade edilmektedir. Singlet

oksijenin yasam siiresinin kisa olmasindan dolay: klinik PDT’de tip 2 reaksiyon
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daha fazla kullanilmaktadir. Yasam siiresinin kisalig1 hasarin lokalize olmasini

saglamaktadir (Tedesco ve ark., 2003- Kutlubay ve ark., 2011).

Tip 1- Proton veya elektron transferi
substrat- oksijen

Radikal ya da ROS

ps* §%~ sper

102

PS—

3
02
Tip 2- Enerji transferi

Sekil 1.13 PDT Etki Mekanizmas1 (Mari ve ark., 2015)
1.8.2. Ftalosiyaninlerin Fotosensitizor Ajan Ozellikleri

Fotosensitizor; sulu ortamlarda dagilmayr saglayacak kadar hidrofilik ve
kotii huylu hiicrelere tutunabilecek kadar hidrofobik 06zellikte olmalidir.
Fotosensitizor ilaclarin hidrofilik ve hidrofobik bolgeleri arasindaki denge, onlarin
en onemli karakteristik ozelligidir. Ftalosiyanin hem hidrofobik hem hidrofilik
bolgeler bulundurabilmesi ile amfifilik 6zellik gosterdiginden dolay: tedavi i¢in en
uygun fotosensitizordiir. Amfifilik ftalosiyaninde bulunan hidrofobik gruplar
hiicreyi kavrama o6zelligine sahiptirler (Biyiklioglu ve ark., 2011). Ftalosiyanine
eklenen m-elektron yogunluguna sahip siibstitiientler ftalosiyaninlerin daha
hidrofilik olmasini saglamaktadir (Tedesco ve ark., 2003). Bu bilesikler arasinda,
en ¢ok dikkati sulfo-, karboksi-, fosfono- tiirevleri gibi iyonik olmayan tiirevler ve
tiimor tedavisi igin kullanilan katyonik ftalosiyanin tiirevleri gekmektedir (Paola De
Filippis ve ark., 2000).
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Pc tiirevlerinden; katyonik siibstiitient igerenlerin, anyonik ve nétr Pc’lere
nazaran sudaki ¢oziiniirliigli artirmas1 ve agregasyonu Onlemesi gibi daha gesitli
avantajlar1 vardir. Bu Pc’ler hiicreleri kavrayan etkili bir PDT ajanidir, hiicrelerin
apoptozise sebep olan mitokondrilerinde konumlanabilmektedir (Durmus ve ark.,
2009).

PDT’de ¢esitli tiirevlerin fotosensitizor olarak kullanimi; kanser, enfeksiyon
hastaliklar1 gibi bir¢ok patolojik durum igin etkili bir stratejidir (bkz. Tablo 1.1).
Pc’ler, porfirin bazli yapilar1 ve merkezlerinde bulunan metaller sayesinde de
fotosensitizor ajan olarak avantaj saglamaktadir. Merkezlerinde bulundurduklari
cinko, aliiminyum gibi metallerle singlet oksijen miktarini artirmakta ve 670 nm’de
kuvvetli absorbans bandlar1 vermektedirler (Allison ve Sibata, 2010). PDT i¢in
kullanilan bir Pc tiirevinin goriiniir spektrumun kirmizi bdolgesinde yiiksek
absorpsiyona, genis bir ekstinksiyon katsayisina, fotostabiliteye, diisiik toksisitiye
sahip olmasi gerekir (Paola De Filippis ve ark., 2000). Pclerin en biiyiik dezavantaji
ise ulasilmasi ve uygulamasi kolay olmasina ragmen suda ¢oziiniirliiglinlin az
olmasidir. Bu da onlarin in vivo ve in vitro ortamda yonelimlerini sinirlamaktadir.
Bunun i¢in Pc tiirevlerinin suda ¢oziintirliiliikleri ve yliksek singlet oksijen iiretme

kapasiteleri ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir (Sobotta ve ark., 2016).

Pc tiirevlerinin sahip oldugu suda ¢6ziinebilirlilik, onlar1 PDT uygulamalari
icin en iyi secenek haline gelmelerini saglamaktadir (Garland ve ark., 2009). Suda
¢Oziinen bazi ftalosiyanin tiirevleri PDT uygulamalari sirasinda kana direkt enjekte
edilebilmektedir. Hidrofilik kisimlar ftalosiyanin halkasindaki siilfonat,
karboksilat, fosfanat ve kuaternize amino grup igeren siibstitiientlerle
birlesmektedir. Suda ¢6ziinen diger grup ftalosiyaninler, hidrofilik kisimlar1 aksiyal

ligand olarak metal iyonu merkezine baglamaktadir (Biyiklioglu ve ark., 2010).

Suda ¢oziiniirliigi olan Pc tiirevleri, in vivo ve biyoyararhilik {izerinde gii¢li
etkiye sahiptir. Damar sistemi hidrofilik oldugundan dolayr PDT uygulamasinda
ilag hastanin damar yoluna direkt verilmektedir. Damar igine verilen fotosensitizor
ilk dnce hastalikli hiicrenin oldugu bolgeye ulasir. Hiicre yapisindaki hidrofobik
yag tabakasimin konumu, hidrofobik sensitizor tarafindan belirlenir. Daha sonra

sensitizore uygun dalga boylu 151k bu bolgeye uygulanir. Sensitizor 15181 absorplar.
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Absorplanan enerji molekiiler oksijene transfer edilir. Triplet durumundaki oksijen

bu enerji ile birlikte singlet yapiya gecer (Biyiklioglu ve ark., 2011).

Tablo 1.1 PDT’de Kullanilan Bazi Fotosensitizor Ajanlar (Kutlubay ve ark.,

2011)
Hematoporfirin tiirevleri,
Porfirinler ] .
Porfimer sodyum (fotofrin)
Porfirin onciilleri 5-aminolevulinik asit ve esterleri: metil, propil, etil, pentilester
N-aspartil klorin e6
Klorinler

Benzoporfirin tiirevleri

Porfisinler (Sentetik

porfirinoidler) N-propil porfisin

Kloroaliiminyumterasiilfonftalosiyanin
Ftalosiyaninler Cinko ftalosiyanin

Silikon naftalosiyanin

Purpurinler: Kalay etiopurpurin-SnET2

Diger Floreseinler, furokumarinler, klorofil tiirevleri, metilen mavisi, Rose
Bengal, lutetium teksapirin

Bir¢ok makalede ikinci kugsak fotosensitizor olan ftalosiyaninlerin uzun siire
triplet halde kalmalar1 ve singlet oksijen olusumunda iyi bir etkinlik gostermeleri
sayesinde PDT arastirmalari ve klinik denemelerde kullanildigi ortaya konulmustur
(Ben-Hur ve Rosenthal, 1985- Bonnett, 1995).

Pc’ler ve metalik tiirevleri; kataliz, ilag, elektronik ve optoelektronik gibi
fonksiyonel molekiiler materyallerin gelismesini saglamaktadir. Ftalosiyaninlerin
kanserin fotodinamik tetavisinde ikincil fotosensitizor olarak kullanilmasi bu
gelismelerin en onemlileri arasinda bulunmaktadir. Son donemlerde ftalosiyanine
dayal1 fotosensitizor hazirlanmasi PDT icin gelistirilmesi, foto fiziksel
ozelliklerinden dolay1 silikon, ¢inko ve aliiminyum {iizerinde yogunlagsmaktadir

(Yanik ve ark., 2009-Biyiklioglu ve ark., 2011).
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1.9. Tigili Literatiir Isig1 Alinda Calismanin Yeri

Katyonik profirinlerin DNA’ya baglanma afinitesinin belirlenmesi Fiel ve
caligma arkadaslari tarafindan 1979 yilinda baslamis ve sonraki yillarda yapilan ¢ok
sayida calismayi da tetiklemistir (Fiel ve ark., 1979). Son yillarda da, katyonik
ftalosiyaninlerin DNA’ya baglanmasi iizerine ¢ok sayida calisma yapilmaktadir.
2014 yilinda yapilan bir ¢alismada ct-DNA ve oktakatyonik ¢inko(II)ftalosiyanin
arasindaki etkilesim UV/Vis ve floresans titrasyon yontemleri tayin edilmis ve bu
caligmalar DNA ile ftalosiyanin arasinda giiclii bir bag kuruldugunu gostermistir
(Lopez ve ark., 2014). Metal komplekslerin 1s1n yardimiyla DNA’ya baglanma
caligmalar1 PDT i¢in biiyiik 6dneme sahiptir. Ciinkii bu baglanma saglikli olan
hiicrelerde degil, tiimdrlii hiicrelerde ilaglarin foto aktivasyonunu saglamaktadir

(Sudhamani ve ark.,2015).

Cao ve He’nin 1998 yilinda yaptigi arastirmalarda, diizlemsel fenazin
halkas1 igeren pozitif yiiklii Safranin-T boyasinin DNA ile interkalatif olarak
baglandigi gosterilmistir (Cao ve He, 1998).

2003 yilinda yapilan bir ¢alismada siilfonil gruplar igeren ftalosiyaninlerin
enfeksiyonlar1 6nlemede etkili olduklar1 bulunmus ve bu Pc’lerin, HIV viriisiiniin

yayilmada kullandig1 proteini blokladiklar1 gortilmiistiir (Vzorov ve ark., 2003).

Zhang ve arkadaslar1 2007 yilinda, suda ¢oziiniir okta-Katyonik ¢inko
ftalosiyaninin ct-DNA’ya interkalatif olmayan sekilde baglandigini géstermistir
(Zhang ve ark., 2007). 2008 yilinda yapilan metal i¢ermeyen tetrakatyonik-
porfirinlerin DNA’ya baglanmasi ile ilgili bir ¢alismada, porfirinlerin DNA’nin
minor oyuklarina ve 6zellikle A-T’den zengin bolgelere baglandig1 gosterilmistir.
Ayn1 zamanda yliksek konsantrasyonda da bu bilesiklerin DNA’nin major
oyuklarinda yigilmalar gosterdikleri bulunmustur (Lee ve ark., 2008).

2009 yilinda Duan ve arkadaslari, sentezledikleri tetra-katyonik ¢inko
ftalosiyanin tiirevinin yiiksek DNA konsantrasyonlarinda, DNA oyuklarina
baglandigimi, diisik DNA konsantrasyonlarinda ise DNA {izerine yigilmalar

gerceklestirdigini  bulmuslardir. Ayni calismada tiirevin, niikleik asitler ile
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etkilesiminde elektrostatik baglanmanin 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Duan

ve ark., 2009).

2011 yilinda yapilan bir bagka calismada, ftalosiyaninler ¢oziiniir hale
getirildikten sonra PDT’de kullanimlar1 incelenmistir. Suda ¢6ziinen Pc’lerin serum
albiimin ile kuvvetli bir bag olusturmalar1 sonucu kanda kolayca hareket ettikleri
goriilmistiir (Bryiklioglu, 2011). Cesitli metaller (Cu, Co, Zn) ile yapilan metalli
Pc’lerin ct-DNA ile etkilesimleri incelendiginde bu Pc’lerin elektrostatik olarak
DNA’ya baglandigr gosterilmistir. Bu baglanma sonucu Pc’lerin hiicresel
bilesenlere zarar veren singlet oksijen 0Ozelligi gosterdikleri ortaya konmustur

(Uslan ve Sesalan, 2012).

2013 yilinda yapilan tetrakatyonik florlu ¢inko(II)ftalosiyaninlerle yapilan
bir ¢alismada Pc-DNA baglanmasinin elektrostatik oldugu absorbans ve floresans
titrasyon yontemleriyle bulunmustur (Ozgesmeci ve ark., 2013). Metal iceren
ftalosiyaninler ile yapilan bir bagka ¢alismada da; CuPc’lerin diisiik toksisite ve
antiviral Ozellik gosterdikleri ortaya konmustur. Ayrica bu Pc’lerin yiiksek
sicakliklarda kararli olduklart da bilinmektedir (Ok, 2006). Ftalosiyaninlerin
baglanma o6zelliklerinin arastirildigi bir baska calismada, PDT’nin uygulandigi
timor hiicrelerinde fotosensitizor olarak ¢inko metali igeren ftalosiyaninin metalsiz
ftalosiyanine kiyasla DNA’ya baglanmada daha basarili oldugu goriilmiistiir
(Evren, 2013).
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BOLUM 2 - MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deneylerde Kullanilan Malzeme ve Aletler

Buzdolab1 : Regal (Tiirkiye)
Destile Su Cihazi : Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)
Etiiv : Niive FN400 (Ttrkiye)

Floresans Spektrofotometre :Agilent Technologies, Varian Carry Eclipse

Fluorescence Spectrophotometer (Santa Clara, CA, A.B.D.)

Infrared Spektroskopisi : Perkin—Elmer, Spectrum 100 FTIR (Waltham, MA,
A.B.D.)

Hassas Terazi : Sartorious Analytic, A200S +0,0001(Almanya)
Kiitle Spektrometresi : Applied Biosystems, Voyager-DE™ PRO MALDI-

TOF (Foster City, CA, A.B.D.)

Manyetik Karistirici : Velp Scientifica, ARE (italya)

Otomatik Pipetler : Gilson, Pipetman (Fransa)

pH metre : Mettler Toledo, pH S20-K (Columbus, OH, A.B.D.)
Spektrofotometre :Thermo  Scientific, UV-Vis Helios Zeta

(Swedesboro, NJ, A.B.D.)

Vorteks Karistirict : Fisons, Whirlimixer (Ingiltere)
2.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

1,8-Diazabisiklo[5.4.0Jundek-7-en (DBU, 139009-Sigma Aldrich)

2-(4-Amidinofenil)-6-indolecarbamidindihidroklorit  (DAPI, D9542 Sigma-
Aldrich)

Amonyum hidroksit (NHsOH, 338818 Sigma-Aldrich)
Asetik asit (CHsCOOH, 1005706 USP)

Buzag: timus-DNA Na tuzu (ct-DNA, D1501-Sigma Aldrich)
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Cinko asetat ((CHzCOz2)2Zn, 383317-Sigma Aldrich)
Dimetil siilfoksit (DMSO, D8418-Sigma Aldrich)
Dimetilformamid (DMF, PHR1553 Sigma-Aldrich)
Ftalimid (CgHsNO-, 36734 Sigma-Aldrich)

Metanol (CH3zOH, 34860 Sigma Aldrich)

Nitrik asit (HNOgz, 309079 Sigma-Aldrich)
N-N-dimetilanilin (CeHsN(CH3)2, 515124 Sigma-Aldrich)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3z, S6014 Sigma-Aldrich)
Sodyum hidroksit (NaOH, 306576 Sigma-Aldrich)
Sodyum nitrit (NaNO2, 563218 Sigma-Aldrich)
Siilfirik asit (H2SO4, 339741 Sigma-Aldrich)

SYBR Gold niikleik asit boyas1 (S11494, Invitrogen)

Tiyonil kloriir (SOCI2, 230464 Sigma-Aldrich)
2.3. Ligand Sentezi [4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril]

Ftalosiyanin sentezinde ligand olarak 4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)

ftalonitril kullanilmigtir. Ligand sentezlendikten sonra Pc eldesine gegilmistir.

Ligandin sentezi; 4-Nitroftalimid sentezi, 4-Nitroftalamid sentezi, 4-
Nitroftalonitril sentezi, 4-aminoftalonitril sentezi ve 4-((4-
(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril  sentezi olmak {izere 5 asamada

gerceklestirilmistir.
2.3.1. 4-Nitroftalimid Bilesiginin Eldesi

50 mL dumanli HNOs ve 200 mL H>SOs karisimi buz banyosunda
sogutuldu. Sicaklik 10-15 °C arasinda tutularak 1 saat igerisinde yavasca karisima
40 g (2.27 mol) ftalimid ilave edildi. Karigim yarim saat buz banyosunda bekletildi
ve sicakliginin 35 °C’ye ciktigi goriildii. Bu sicaklikta 1 saat daha karigmaya

birakildi. Daha sonra karigim 0 °C’ye sogutularak ¢okmesi i¢in buzlu suya dokiildii.
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Coken iirtin asitligi gidene kadar su ile yikanarak vakum altinda siiziildi. Saflig

kontrol edildi (Ince tabaka kromatogrifisi ile) ve etiivde kurutuldu.

(e}
O,N
H,SO
NH Y% o it
HNO
(e} 3 o

Sekil 2.1 4-Nitroftalimidin Bilesiginin Eldesi

2.3.2. 4-Nitroftalamid Bilesiginin Eldesi

35 g (0.18 mol) 4-Nitroftalimid, amonyum hidroksit (NHsOH) (300 mL,
%25) icine eklenerek 1 giin boyunca karstirildi. Uzerine 176.5 mL %35’1ik
NH4OH daha eklendi ve yeniden karigmaya birakildi. Olusan ¢okelti vakumla
siiziildiikten sonra saf su ile yikandi. Ince tabaka kromatografisi kullanilarak {iriiniin

saflig1 kontrol edildi, kurutma islemi etiivde gergeklestirildi.

O 0
O,N O,N
ME NH,OH NH,
48 sa. NH,
= o)

Sekil 2.2 4-Nitroftalamid Bilesiginin Eldesi

2.3.3. 4-Nitroftalonitril Bilesiginin Eldesi

Ug boyunlu balonda 140 mL kuru dimetilformamid (DMF), argon gazi
altinda 0 °C’ye sogutuldu. Sicaklik 5 °C’yi ge¢gmeyecek sekilde yavasca SOCI;
(14.5 mL) eklendi. CaCl; tiipii takild1 ve argon gazi kesildi. Cozeltinin rengi sar1
olarak gbzlemlendi. 24.4 g (0.12 mol) 4-Nitroftalamid iki saat boyunca argon gazi
varliginda sicaklik degeri 0-5 °C’ de tutularak yavas yavas karisima eklendi. Madde
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1 saat boyunca karismaya birakildi. Daha sonra oda sicakligina alinan karigim 500
mL buzlu suya dokiilerek ¢oktiirme islemi uygulandi. Coken beyaz {iriin vakumla
stizlildii. Sirastyla saf su, NaHCO3 ¢6zeltisi ve yeniden saf su ile yikanarak saflik
kontrolii i¢in ince tabaka kromatografisi yapildi. Son olarak elde edilen iiriin etiivde

kurutuldu.

O-N
2 NH2 SOC‘IJ O2N CN

NH, _—
DMF CN

4-Nitroftalonitril

Sekil 2.3 4-Nitroftalonitril Bilesiginin Eldesi

2.3.4. 4-Aminoftalonitril Bilesiginin Eldesi

30 mmol (4.34 g) 4-nitroftalonitril tartild:. iki boyunlu balon jojeye konuldu.
Balona uygun bir sogutucu takildiktan sonra 4-nitroftalonitril iizerine 90 mL su ve
15 ml hidroklorik asit ilave edilerek 80 °C sicaklikta karistirildi. Balon jojenin
agzindan yavas¢a 65 mmol (9.2 g) Kalay(I)kloriir eklendi. Balon jojedeki
karigimin rengi sarimtirak oldu. Diizenek 1 gece beklemeye birakildiktan sonra oda
sicakligina getirildi. Madde su trompundan siiziilerek c¢okelti halindeki 4-

aminoftalonitril kurumaya birakildu.
2.3.5. 4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril Bilesiginin Eldesi

1.4 g (10 mmol) 4-aminoftalonitril, 100 mL %50’lik H2SO4’de yavas yavas
¢oziindi. Karigim sarimtirak rengini aldiginda buz banyosuna konularak sicaklik 0-
5 °C arasina diisene kadar beklendi. Bu sirada 0.3 g NaNO: alinarak suda ¢oziildii
ve karisima damla damla ilave edildi. 3-4 saat arasinda karistirici {izerine alinarak

karigmaya birakildi. Karigtiricidan alinan madde rengi seffaf olana kadar buzlukta
bekletildi.
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Buzluktan alinan maddeye 0.6 mL N,N-dimetilanilin ve 0.2 mL asetik asit
yavasea ilave edildi. Bu islemler sirasinda maddenin buz banyosunda olmasina ve
sicaklik degerinin 5 °C’yi gegmemesine dikkat edildi. Maddeler 1 saat karistiricida
karigsmaya birakildi. Karistmin turuncu renk aldigi gézlemlendi. Olusan karigim
NaOH kullanilarak bazik yapildi. isleme hafif ¢okme gériilene kadar devam edildi.
Ekleme islemi bittikten sonra buzdolabinda ¢okme islemi tamamlanana kadar
birakildi. Buzdolabindan alinan maddenin i¢inde bordo renkli ¢okeltiler goriildii ve

bunlar su trombu yardimiyla siiziiliip kurumaya birakildi.

Kuruyan madde (CisHisNs),  ftalosiyanin igin ligand olan 4-((4-

(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril’i olusturdu.

bl CN' N.N-dimetilanilin N
asetik asit. 5 °C ; N
CN

Sekil 2.4 4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril Bilesiginin Eldesi

2.4. {2,10,16,24-tetrakis-4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril)}
cinko(IT)ftalosiyanin Bilesiginin Eldesi

0.023 g ¢inkoasetat (CH3COz2)2Zn ve 0.1024 g C16H13Ns tartilarak reaksiyon
tipll igerisine konuldu. Tiipe magnet atilarak karistirici iizerine asildi. Ortam
asitligini diizenlemek i¢in 5 damla DBU ve ¢oziicii olarak 5-6 damla DMF ilave
edildi. Is1 tabancast ile 350 °C’de 5 dk boyunca isitildi. Isitma boyunca madde ayni
zamanda karistiriciyla karistirildi. Isitilan karigimin koyu yesil renk aldigi goriildii.
Renk degistikten sonra tiipiin 2/3°1ik kismina asetik asit, 1/3’lik kismina su ilave

edilerek ftalosiyanin bilesiginin ¢cokmesi saglandi.
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Coken c¢inko ftalosiyaninleri saflagtirnllmak icin soksalet diizenegi
hazirland1. Soksaletteki saflagtirma islemi metanol ile yapildi. Saflagan ftalosiyanin

kurumaya birakild1 ve tartildi.

Sentezlenen liganda ve ftalosiyanine, kiitle spektrumu alinmak {izere
MALDI teknigi uygulandi.

HsC
\ CHs

Hsc‘N /

N —

N—_ _-N

N, 2 N
N~ °N
N
N

N//N N

l\\l\CH3
H3(3"5\l CH3
H3C

Exact Mass: 1211,48
Molecular Weight: 1213,73

Sekil 2.5 {2,10,16,24-tetrakis-4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)

ftalonitril) } cinko(II)ftalosiyanin Bilesiginin Yapist (C73HogsZNnN13)

2.5.{2,10,16,24-tetrakis-4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril)}
cinko(IDftalosiyanin Bilesiginin Kuaternerlestirilmesi

Elde edilen ftalosiyanin karistirict yardimiyla DMSO’da ¢oziindii. Daha
sonra buz banyosuna alinarak 5 mL H>SOs damla damla eklenerek

kuaternerlesmesi saglandi.



(
> /

—
®

_\
=

@:,/l-—-_/:y H N ~C} fg
H;G—NH CHs

Sekil 2.6 Kuaterner ZnPc Yapisi

2.6.{2,10,16,24-tetrakis-4-((4(dimethylamino)phenyl)diazenyl)phthalonitrile)}
phthalocyaninatozinc(IT) Bilesiginin Karakterizasyonu
C73HegZnN13 bilesiginin elemental analizi;
Hesaplanan degerler: C: 78.23, H: 3.95, N: 8.29%
Bulunan degerler: C:78.42, H:3.96, N:8.31%
C73HosZNnN13 bilesiginin UV analizi;
UV/Vis (DMSO), nm (log €): 689(4.65), 629(4.13), 355(4.41).
C73HosZNnN13 bilesiginin IR analizi;

IR v, cm™*: 744, 806, 880, 1031, 1083, 1112, 1176, 1241, 1327, 1383, 1459, 1508,
1583, 1708, 2933.

C73HosZnN13 bilesiginin MALDI analizi;
MS (MALDI-TOF): m/z 1214,38[M + H]*
C16H13Ns bilesiginin elemental analizi;

Hesaplanan degerler: C:69.46, H:4.31, N:24.89 %
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Bulunan degerler: C:69.30, H:4.54, N:24.86 %
C16H13Ns bilesiginin MALDI analizi;

MS (MALDI-TOF): m/z 298,28 [M + Na]*, m/z 314,39 [M + K]*
2.7. DNA’ya Baglanma Ozellikleri

Ct-DNA 2 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde destile suda hazirlandi
ve tamamen ¢0ziinmesi i¢in bir gece buzdolabinda (+4 °C) bekletildi. Hazirlanan
bu DNA c¢o6zeltisi 48 saat stabil oldugundan denemeler bu siire igerisinde

gerceklestirildi.
2.7.1. UV/Vis denemesi

Coziinebilir kuaterner Pc’nin DNA’ya baglanma 6zelligi UV-Vis spektrum ile oda
sicakliginda oOlgiildii. Kuaterner Pc (50 uM) ve ct-DNA (0.4 mg/mL) ¢ozeltileri
ultra saf su ile ¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan Pc kiivete (800 pL) konuldu ve 200-
820 nm dalgaboyunda spektrumu kaydedildi. Daha sonra her seferinde iizerine 10
uL ct-DNA ilave edilerek spektrumu alindi. Titrasyon islemine, ftalosiyaninin Q

bandi ct-DNA eklenmesine ragmen sabit kalincaya kadar devam edildi.
2.7.2. Floresans denemesi ile baglanma sabitinin belirlenmesi

Coziinebilir kuaterner Pc’nin DNA’ya baglanma 6zelligi spektroflorometre
ile oda sicakliginda 6lgiildi. 1.0 pM Pc ¢ozeltisi destile su ile ¢oziilerek hazirlandi.
Hazirlanan Pc ¢ozeltisi tizerine her seferinde 20 plL ct-DNA ¢6zeltisi ard arda
eklenerek titrasyon iglemi yapildi. Cozeltiler 244 nm’de uyarildi ve 285-900 nm
dalgaboyu arasinda spektrum alindi. Olgiimler, 800V, 10 nm slit araliginda
kaydedildi. Olgiimler 3 kez tekrarland1 ve standart hatalar1 hesaplandi.

2.7.3. DNA-DAPI Kompleksinin Florometrik Olarak Soniimleme Etkisinin

Belirlenmesi

Pc’nin DNA’ya baglanmasint  belirlemek amaciyla, DNA-DAPI
kompleksinin 486 nm’deki emisyonundaki azalma 6l¢iildi. Bu islem DAPI ile Pc

arasindaki baglanma yarigin1 gostermektedir.
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Olgiimler i¢in 6 ayr1 kiivet kullan1ldi. Her bir kiivet icerisine 250 pL, 0.025
mM DAPI ¢ozeltisi ve 2250 pL, 5 puM ct-DNA ¢ozeltisi konuldu. Sabit
konsantrasyonda DAPI-DNA kompleksi igeren bu kiivetlerin tizerine 250 pL, 0.1
uM, 0.25 uM, 0.50 uM, 0.75 uM ve 1.0 uM konsantrasyonlarinda Pc ¢6zeltisi ayri
ayri ilave edilerek spektroflorometrik 6lgiimler alindi. Kiivetler 353 nm.’de uyarildi
ve floresans spektrumlari 380-680 nm arasinda, 600 V, 5 nm slit araliginda

kaydedildi. Tiim c¢ozeltiler destile su ile hazirland1 ve deney ii¢ kez tekrar edildi.

2.7.4. DNA-SYBR Kompleksinin Florometrik Olarak Soniimleme Etkisinin

Belirlenmesi

Pc’nin DNA’ya baglanmasin1  belirlemek amaciyla, DNA-SYBR
kompleksinin emisyonundaki diisiis 537 nm’de 6lgiildii. Bu islem SYBR ile Pc

arasindaki baglanma yarisin1 gostermektedir.

Olgiimler igin 6 ayr1 kiivet kullanildi. Tiim ¢ozeltiler destile su ile hazirland.
10000X olarak satin alinan SYBR Gold ¢o6zeltisi destile su ile 1X’e seyreltildikten
sonra her bir kiivet igerisine 250 uL 1X-SYBR Gold ¢ozeltisi ve 2250uL, 5 uM ct-
DNA ¢ozeltisi konuldu. Sabit konsantrasyonda SYBR-DNA kompleksi i¢eren bu
kiivetlerin iizerine 250 pL, 0.1 uM, 0.25 puM, 0.50 uM, 0.75 uM ve 1.0 uM
konsantrasyonlarinda Pc ¢ozeltisi ayr1 ayr1 ilave edilerek spektroflorometrik
Olctimler alindi. Cozeltiler 497 nm de uyarild1 ve floresans spektrumlari 520-650

nm arasinda, 900 V, 10 nm slit araliginda kaydedildi.
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BOLUM 3 —- BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Sentezlenen Bilesiklerin Spektroskopik Ozelliklerinin Incelenmesi

Ligand (CisHi13Ns) sentezi sirasinda elde edilen 4-nitroftalimid, 4-
nitroftalamid, 4-nitroftalonitril ve 4-aminoftalonitril bilesiklerin erime noktalari

tayin edilmis ve Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Calismamizda sentezlenen bilesiklerin miktarlar1 kaydedilmistir (bkz. Tablo
3.2).

Tablo 3.1 4-Nitroftalimid, 4-Nitroftalamid, 4-Nitroftalonitril ve 4-aminoftalonitril
Bilesiklerinin Baz1 Ozellikleri

Bilesigin Ad1 Molekiil Formiilii Molekiil Erime Noktasi
Agirhgi
4-Nitroftalimid CsH404N> 176.02 ¢ 195°C
4-Nitroftalamid CsH704N3 209.4 ¢ 197 °C
4-Nitroftalonitril CsH302Ns3 173.02 g 141 °C
4-Aminoftalonitril H2NCeHs-1,2-(CN)2 143.15 ¢ 179 °C
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Tablo 3.2 Sentezlenen Bilesiklerin Kiitle Miktarlari

Bilesigin adi Molekiil Yapisi Pratik
Verim
0O
4-Nitroftalimid . N@NH %24
° o}
0
NH,
4-Nitroftalamid ON NH, 25.8¢
o)
CN
CN
4-Nitroftalonitril 1.02¢
NO2
N
. . p““g
4-Aminoftalonitril NG 3.69
CH;
\ ""\[' ~¥Chy
a-((a- AN 0.7741 g
(dimetilamino)fenil)diazenil) [
No
ftalonitril o
{2,10,16,24-tetrakis-4- o
((4(dimetilamino)fenil)diazenil) rl < ,U 0.1045¢
\h .
el
ftalonitril) } cinko(II)ftalosiyanin /&i ~? |
# N
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Sentezi yapilan ligand ve ZnPc bilesiklerinin karakterizasyonu IR, Uv-Vis,
MALDI kiitle analizi yapilarak tayin edildi.

3.1.1. Cinko(II)Ftalosiyanin (C7sHesZnN13) ve Ligand (CisH13Ns) i¢in MALDI

Spektrumlari

MALDI tekniginde oncelikli olarak matriks hazirligr yapildi. MALDI
matriksi, 2,5-dihidroksibenzoik asitin 20 mg/mL konsantrasyonda 1:1 oraninda
THF:H20 karisiminda ¢oziilmesi ve %0.1°1ik trifloroasetik asit ile asitlendirilerek
hazirlandi. Omekler MALDI matriksi ile 0.5 mL’lik Eppendorf® tiiplerde
karigtirilarak (1:10, v/v) analiz i¢in hazir hale getirildi ve kiitle spektroskopisi

alindi.

Ci16H13Ns ligandinin ve C73HgsZnN13 (ZnPc) kompleksinin diger geleneksel
MALDI matriksleri yerine daha diizgiin yogunlukta sonug verebilmesi i¢in 2,5-
dihidroksibenzoik asit kullanilarak MALDI-MS spektrumlar: alindi (bkz. Sekil 3.1
ve sekil 3.2). Liganda ait sadece protonlanmis molekiiler iyon pikleri gozlenirken,
Cinko ftalosiyanin’e ait 3 adet su baglamis kompleks piki gézlemlendi. Liganda ait
piklerde cihazin madde tablasinin maruz kaldig1 yogun lazer nedeniyle kopan Na*

ve K" iyonlarinin liganda kenetlenmis yapilarinin da spektrumlarina rastlanmigtir.

Cinko kompleksi tek merkezli yani agik bir yap1 oldugu i¢in yiiksek su tutma
kapasitesine sahip oldugundan, komplekse ait su ilaveli pikler gozlemlenmistir.
Kompleksin protonlanmis iyonuna ait deneysel ve teorik izotopik kiitle dagilimlari
karsilastirildi ve piklerin miitkemmel bir sekilde iist iiste cakistigi tespit edildi. Aym
zamanda deneysel ve teorik monoizotopik pik kiitleleri karsilastirildi ve degerlerin
birbirine son derece yakin oldugu gézlemlendi. Degerlerin yakin olmasi deneysel
ve teorik mono izotopik kiitle degerlerinin son derece dogru Olciildiigiini
gostermektedir. Diger yandan safsizlik belirten herhangi bir MALDI-MS

spektrumu gozlemlenmemistir.

Biitlin bu gozlemler hem ligandin hem de kompleksin arzu edildigi sekilde
sentezlendigini ispat etmektedir. MALDI-MS spektrumlart ayn1 zamanda
maddelerin son derece saf bir sekilde elde edildigini de gdstermektedir.
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3.1.2. Cinko(IT)Ftalosiyanin (C7sHesZnNai3) icin FT-IR Spektrumlar:

Sentezlenen ZnPc igin IR spektrumu, Perkin-Elmer 100 FT-IR (Waltham,
Ma, USA), ZnSelelmas Attenuated Total Reflectance (ATR) finiteli cihaz ile
kaydedilmistir. Spektrum analizleri 2 cm™ ¢oziiniirliikte 400-4000 cm™ araliginda

ve oda sicakliginda 3 tekrar olacak sekilde kaydedilmistir.

ZnPc bilesiginin 1241,14 cm™°de verdigi pik Ar-O-Ar gerilme titresimini
gostermektedir (bkz. Sekil 3.3). Bu gerilme piki ftalosiyaninler igin karakteristiktir.
Yapmin sentezlendigini gostermektedir. Metalsiz ftalosiyaninlerin 2228 cm™
civarinda verdigi karakteristik C=N gerilme titresim piki metalli ftalosiyaninlerde
goriilmemektedir. Sentezi yapilan ZnPc bilesiginde de bu pikin goriilmemesi
yaptya Zn metalinin baglandigin1  desteklemektedir. ZnPc bilesiginin
kuaternizasyonu sonunda da FT-IR spektrumunda biyik degisiklikler

gozlemlenmemistir.

Tablo 3.3 ZnPc Bilesigine Ait Karakteristik FT-IR Degerleri

FT-IR Degeri Ozellik
2933,49 em’! Aromatik C-H gerilme titresimi
1508,60 cm’ Aromatik C=C gerilme titresimi
1583,06 cm” C=N gerilme titresimi
1241,14 cm™ Ar-O-Ar gerilme titresimi
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Sekil 3.3 ZnPc Bilesigi I¢in FT-IR Spektrumu

3.1.3. Ftalosiyanin i¢in UV-Vis Spektrumu

Uv-Vis spektrumlari ftalosiyanin bilesiginin olusup olusmadigini ve ¢inko
metalinin Pc merkez bosluguna baglanip baglanmadigini analiz etmek igin
kullanilmistir. Uv-Vis olgtimleri 200-820 nm araliginda absorbans kaydedilerek
yapilmistir. Spektrum incelendiginde, ftalosiyaninlere 6zgii karakteristik bandlar
gozlemlenmistir. Q bandi, 700 nm civarinda; B bandi, 350 nm civarinda

goriilmektedir (bkz. Sekil 3.4).

Bu bandlarin olugmasi ftalosiyanin bilesiginin basarili bir sekilde
sentezlendigini ispat etmektedir. Metalli (Zn) ve metalsiz Pc bilesiklerinin
karakteristik Q bandlar1 onlarin yapilar1 hakkinda bilgi vermektedir. Metalsiz
Pcler’nin Q bandinda yarilma, metalli Pcler’nin Q bandinda tek pik goriilmektedir.
Sentezi yapilan ZnPc bilesiginin Uv-Vis sonucu incelendiginde Q bandinda tek pik
gozlemlenmistir. Bu da ¢inko(Il) metalinin ftalosiyanindeki merkez bosluga
baglandigimi  gostermektedir. Q bandi civarindaki diger kiiciik pikler
ftalosiyaninlerin agregasyon dzelliklerinden kaynaklanmaktadir. Sentezlenen ZnPc
bilesiginin uglarindaki metil gruplarinin konumlarindan ve molekiiliin ¢ok biiyiik

olmamasindan dolay1 spektrumda agregasyon kaynakli piklere pek rastlanmamustir.
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Sekil 3.4 Kuaterner ZnPc Bilesigine Ait UV-Vis Spektrumu

3.2. Kuaterner Cinko(II)ftalosiyaninin DNA’ya Baglanma Ozelliklerinin

Incelenmesi

Pozitif yiiklii Pcler, korunmasiz intraseliiler bolgeleri hedef olarak segmeleri
nedeniyle etkin bir DNA fotohasarina sebep olurlar. Bu nedenle de pozitif yiikli bu
Pcler aragtirmalarda tercih nedenidirler. Pc’nin merkezinde bulunan metal iyonu ve
periferal siibstitiientler Pc’nin fotofiziksel 6zelliklerinde 6nemli rol oynarlar. DNA
ile Pc arasinda yapilan bugiine kadarki farkli ¢alismalar da, pozitif yiiklii tiirevlerin,
notral ve negatif yiikli tiirevler ile karsilastirildiklarinda daha iyi DNA’ya
baglanma ve kirma etkisi gosterdiklerini ortaya koymaktadir (Uslan ve Sesalan,
2013).

Pozitif yiiklii hale getirilen kuaterner ZnPc’nin ct-DNA’ya baglanma
modunu belirleyebilmek i¢in spektroskopik ve florometrik titrasyon denemeleri
gerceklestirilmistir.  Yapilan hesaplamalar sonucunda baglanma sabitleri
bulunmustur. SYBR-DNA ve DAPI-DNA komplekslerinin floresans siddetindeki
azalmanin kuaterner Pc tiirevinden kaynaklanan soniimleme etkileri de Stern-

Volmer bagintisi ile hesaplanmistir.
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Denemelerde kullanilan ct-DNA ticari olarak satilmaktadir ve yaklasik
olarak Guanin-Sitozin igerigi %41.9 mol ve Adenin-Timin igerigi ise %58.1
mol'diir. ~50 pg cift-zincirli DNA, 260 nm’deki 1.0 absorbans degerine karsilik
gelmektedir.

Yapilan tim denemeler oda sicakliginda ve ultra saf su kullanilarak
gerceklestirilmistir. Denemelerde kullanilan ct-DNA’nin absorbansi, 1 cm 151k yolu
kullanilarak 260 nm’de Ol¢iilmiis ve molar konsantrasyonu Lambert-Beer

bagimtisina gore hesaplanmistir. (epna: 6600 M cm™)
A = ¢+ 1-c (Lambert-Beer Bagntisi)

A; DNA’nin 260 nm’deki absorbansi, €; ekstinksiyon katsayisi, I; 1s181n
aldig1 yol, ¢; DNA’nin molar konsantrasyonu olmak iizere, DNA’nin molar

konsantrasyonu 4.05 mM olarak bulunmustur.
3.2.1. UV/Vis denemesi

Kuaterner ZnPc ([C7sHesZnN13]*") ile ct-DNA arasindaki baglanma UV-Vis
spektrumu ile 200-820 nm arasinda kaydedilmistir. Kiivetlere eklenen DNA
miktarindaki her bir 10 pL’lik artis spektrumda Pc’nin karakteristik olanve 707 nm
de maksimum aborbans veren Q bandinda azalmaya sebep olmustur. ct-DNA
ilavesi absorbsiyon spektrumunda ~3 nm’lik bir kaymaya yol agmistir. DNA
eklendik¢e absorbansta azalma olmasi katyonik ZnPc tiirevinin DNA’ya
baglandigin1 gostermektedir. Tiim bantlar istiiste cakistirilarak elde edilen grafik
incelendiginde 90 uL DNA ilavesinden sonra Q bandindaki absorbans azalmasinin
durdugu, titrasyonun sonlandigi gézlenmistir. Bu da ortamda DNA ile Pc arasinda

maksimum etkilesimin olustugunu gostermektedir.
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Sekil 3.5 ct-DNA-ZnPc Kompleksinin UV-Vis Spektrumu

UV-Vis denemeleri sonucunda elde edilen verilerle Pc’nin DNA’ya

baglanma sabiti Ky asagidaki denklem ile hesaplanmistir.

[DNA]  [DNA] 1

ca— & e— & Kp(ep—ef)

[DNA]: Cozeltideki DNA konsantrasyonu, &,: Pc-DNA kompleksinin
ekstinksiyon sabiti; &: DNA igermeyen Pc ¢ozeltisinin ekstinksiyon sabiti; &,:

A/[Pc]’dan elde edilen goriiniir ekstinksiyon sabitini ifade eder.

[DNA]; x eksenine, [DNA]/e, — &¢; y eksenine gelecek sekilde ¢izilen
grafikte egim Kp degerini vermektedir (Khorasani-Motlagh ve ark., 2010). Buna
gore cizilen grafigin egiminden Ky degeri 1x10° £+ 0.02 M olarak bulunmustur. Bu
baglanma degeri, etidyum bromiir gibi klasik interkalatorler (105-10" M) ile
karsilastirildiginda daha diisiik kalmaktadir. Bu da baglanmanin interkalasyon
disindaki bir yolla gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 3.6 Spektrofotometrik Yolla Kuaterner ZnPc-DNA Kompleksinin
Baglanma Sabitinin Belirlenmesinde Kullanilan [DNA]- [DNA]/e, — &¢ Grafigi

DNA’ya interkalatif yolla baglanan ajanlar dalgaboylarinda genis
kaymalara sebep olurken, oyuklara baglanma ve yigilmalar daha kiigiik
degisikliklere neden olmaktadir (Duan ve ark., 2009). Yapilan dl¢ciimlerde DNA
titrasyonu sonucunda kuaterner Pc’nin Q-band1 ve Soret bandinda genis bir kayma
olugsmadigi, Q bandi iizerinde 2-3 nm’lik kiiciik bir kayma gerceklestigi
gorilmiistiir. Bu bantlarda genis kaymanin olusmamasi ve az miktarda
hipokromisite meydana gelmesi pozitif yiiklii Pc ile negatif fosfat iskeletinin
elektrostatik olarak etkilesimini de dogrulamaktadir (Uslan ve Sesalan, 2013). Pc
halkasina siibstitiiye kiigiik aksiyal ligandlarin bulunmasi yigilmay: engelleyen bir
ozelliktir. Ancak sentezledigimiz Pc bilesiginde aksiyal ligand yer almamasi
y1gilma seklinde baglanma ihtimalini de diigiindiirmektedir. Agregasyonun artmasi
maksimum absorbansta azalmaya sebep olabilmektedir. Kuaternize aminlerin Q-
bandinda az miktarda hipokromisiteye neden olmasit ve herhangi bir yarilma

olusmamasi da az miktarda agregasyona isaret etmektedir (Evren ve ark., 2013).

Pcler makromolekiil yapida olduklarindan kiiciik ve diizlemsel
stibstitiientlerinin olmasi interkalatif baglanmay1 saglayabilir (Lee ve ark.,2008).

Ayn1 zamanda kiiclik katyonik siibstitiientler DNA’ya daha yiiksek afinite
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gosterirler. Sentezledigimiz [C7sHesZnN13]** bilesigindeki siibstitiientler de kiigiik
ve diizlemsel yapidadir. Bu da bilesigin DNA’ya olan afinitesini artiran bir
Ozelliktir. Ancak, interkalatif baglanmanin absorbsiyon spektrumunda elde
ettigimizden daha biiyiik spektral kaymalara ve daha yiiksek hipokromisiteye sebep
oldugu bilinmektedir. Buna karsin dis kissmdan monomerik baglanmalar olmasi ya
da Pc diizlemi ile DNA baz ciftleri arasinda n-n etkilesimleri nedeniyle yigilmalar
olmas1 daha kii¢iik hipokromisiteye ve kaymaya sebep olmaktadir (Zhang ve ark.,
2007-Ozgesmeci ve ark., 2013). Pc uclarinda katyonik kiiciik gruplar bulunmasinin
yanisira bu ucglarda fenil halkasinin da yer almasi n-m etkilesimlerini de akla

getirmekte, bu da bize elektrostatik baglanmalar oldugunu diistindiirmektedir.
3.2.2. Floresans Denemesi ile Baglanma Sabitinin Belirlenmesi

Pc-DNA kompleksinin floresans spektrumu incelendiginde, Pc’nin 480—
520 nm’de verdigi floresans siddetinin DNA miktart arttikca azaldigi
gozlemlenmistir (bkz. Sekil 3.7). Floresans siddetindeki bu azalma Pc’nin
soniimleme etkisinden kaynaklanmaktadir (Lopez ve ark., 2014). Eklenen DNA, Pc

ile baglandikc¢a floresans siddetinde azalmaya neden olmaktadir.

Yapilan spektroflorometrik titrasyon Ol¢limleri, DNA’nmin baglanma

bolgelerinin sayisinin (n) ve baglanma sabitinin (Kp) belirlenmesinde kullanildi.
nQ+B—Qn+B

B; baglanmamis Pc, nQ; n baglanma sayisi olan DNA, Qn+B; DNA ile bagl olan

Pc olmak iizere,

[nQ+B]
[Q]™ [B]

Baglanma sabiti K, =

Eger Pc’nin tiimiine Bo denilir ise; o halde [Bo]= [B] + [Qn + B] olur.
[B] ; baglanmamis Pc konsantrasyonu.

Bu bagmtilar goz oOniline almirsa floresans Ol¢limleriyle baglanmamig Pc

: [B F .
konsantrasyonu arasindaki baginti [B_ = N seklinde tanimlanir.
0 0
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F; DNA eklenmesi sirasinda baglanmamis Pc’nin floresansini ve Fo; baslangictaki

Pc floresansini gostermektedir.
Buna gore;
log(Fy — F)/F = logK, + nlog[DNA]

Fo ve F; DNA 6ncesi ve sonrasindaki Pc floresans yogunlugu, Kp; baglanma sabiti,

n; DNA’daki baglanma bolgelerinin sayist ve [DNA]; DNA konsantrasyonunu

gostermektedir.
—_ 0uLDNA

900 — 20uL DNA
= 800 40 uL DNA
p — 60 uL DNA
3 700 80 uL DNA
'S 600 100 uL DNA
(D)
E 500 ——120 uL DNA
2 00 — 140 uL DNA
8 4 ——160UuL DNA
o 300 — 180 uL DNA
o
=2 200 — 200 uL DNA

100

0 —

280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680
A (nm)

Sekil 3.7 Pc-DNA Kompleksinin Floresans Spektrumu

Ko baglanma sabiti ve n baglanma sayisi, log(Fo-F)/F — log[DNA] grafigi
cizilerek bulunmaktadir. Grafigin egimi baglanma sayis1 olan n’yi ve y eksenini
kestigi nokta ise baglanma sabiti Ky nin logaritma degerini (logKa) géstermektedir.
Cizilen grafikten, n=1.1504 ve logK,=7.0345 L/mol olarak elde edilmistir. Yapilan
doniisiim ile Kp=10.83x10° + 0.97 L/mol olarak bulunmustur.
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Sekil 3.8 Pc-DNA Kompleksinin Baglanma Sabitinin Belirlenmesinde
Kullanilan Log(Fo-F)/F — Log[DNA] Grafigi

Kiiciik hidrofilik katyonik gruplar DNA’ya olan afiniteyi artirmaktadir. Van
der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglar1 da kii¢iik molekiillerin minor oyuklara
baglanmasini saglayan baglar olarak bilinmektedir. Buna karsin, fenil halkalar1 gibi
yigilmay1 kolaylastiran siibstitiientler baglanmay1 giiclestirmekte ve DNA’ya olan
afiniteyi azaltmaktadir. Bu nedenle, sentezledigimiz kuaterner ZnPc bilesiginde
bulunan fenil halkalarinin da n-m etkilesimleri nedeniyle afiniteyi azalttig

diistiniilmektedir (Uslan ve Sesalan, 2013).

Pc’de yer alan katyonik gruplarin DNA’da bulunan fosfat gruplan ile
etkilesimi sirasinda, ortada bulunan Zn metali koordinasyon kiiresini genisletebilir
ve fosfatlar {izerindeki oksijene baglanarak daha kompakt bir yapt olusturabilir.
Bulunan Kp degeri; Zn’nin oksijenlerle koordinasyonu, molekiilin DNA ile gii¢lii
bir baglanma yaptigin1 da gostermektedir. Bu degerin biiyiikliigi molekiiliin DNA
ile yaptig1 bagin saglamligini da gostermektedir (Evren ve ark., 2013).

Yapilan ¢alismalar incelendiginde; 2013 yilinda Evren ve arkadaslarinin,
sentezledikleri ZnPc tlirevinin DNA’ya baglanma o6zelliklerini inceledikleri ve
ZnPc-DNA kompleksinin Ky degerini 4.493x10° L/mol olarak hesapladiklari
gorilmistiir. 2014 yilinda yapilan bagka bir calismada da Zeballos ve arkadaslari

cesitli stibstiitientler igeren ZnPc’lerin ct-DNA’ya baglanma 6zelliklerini floresans
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denemesiyle arastirmis, Ky degerlerini 8.9x10°, 9.7x10° ve 4.2x10° L/mol olarak
hesaplamislardir. Spektrumlari incelendiginde ise floresans siddetindeki azalmanin
ftalosiyaninin sontimleme etkisinden kaynaklandigin1 gézlemlemislerdir. Silisyum
iceren Pc tiirevleri ile yapilan ¢alismada 3 farkli bilesik i¢in Kp degerleri 2.08-
7.05x10% L/mol araliginda bulunmus ve baglanmanin interkalatif olmayan minor

oyuklara baglanma oldugu gosterilmistir (Uslan ve Sesalan, 2013).

Calismamizda hesaplanan K, degerinin diger calismalarda bulunan
degerlerden biiyiik olmasi sentezledigimiz kuaterner ZnPc’nin DNA’ya daha siki
bir sekilde baglandigini gostermektedir. Ayrica Ky degeri 10%°dan biiyiik olmas1 bu

baglanmanin interkalatif 6zellikte oldugunu gostermektedir.

3.2.3. DNA-DAPI kompleksinin florometrik olarak soniimleme etkisinin

belirlenmesi

DAPIL, DNA’nin mindr oyuklarma baglanarak etki gdsteren ve biyolojik
uygulamalarda kullanilan bir boyadir. Ozellikle A-T bazlar1 bakimindan zengin
olan ¢ift sarmalli DNA ile kompleks olusturdugunda tek basina oldugundan 20 kat
daha zengin floresans degeri vermektedir. DNA’ya baglanmasiyla birlikte 461
nm’de yiiksek emisyon degeri gostermektedir. Bu nedenle, DAPI ve kuaterner Pc

arasindaki baglanma yarigt DNA ile etkilesimlerini ortaya koymaktadir.

Pc’nin, DNA-DAPI kompleksinin floresansi iizerindeki soniimleme etkisi

Sterne VVolmer bagmtisi kullanilarak hesaplandi. Denkleme gore:

Fo
F =1 +st [PC]

Fo; Pc yoklugunda, uyarilmis DNA-DAPI kompleksinin floresansi.
F; Pc varliginda, uyarilmis DNA-DAPI kompleksinin floresansi.
[Pc]; Pc’nin konsantrasyonu.

Ksv; Sterne Volmer sabiti.

Fo/lF — [Fs] grafiginin egimi, kuaterner Pc’nin ct-DNA’ya baglanma derecesini

gosteren Ksy sabitinin degerini vermektedir.
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Sekil 3.9 DNA-DAPI-Pc Kompleksinin Floresans Spektrumu

Sterne Volmer bagmtisindan Ksy degeri 5x106 + 0.15 L/mol olarak
bulunmustur. Bulunan bu deger; Zn’nin fosfat gruplarindaki oksijen ile
etkilesiminden dolay1 Pc’nin DNA’ya olan afinitesindeki artis1 gostermektedir. Ksy
degeri 10° mertebesinde olmasi kuaterner Pc’nin DNA’ya baglanmasinin
interkalasyon olarak gerceklestigini gdstermektedir. Pc’nin kuaterner yapida olmasi
ve Zn metalinin varligi, ftalosiyaninin DAPI ile yarisgarak DNA’ya daha iyi
baglanmasin1 saglamaktadir. 2013 yilinda Evren ve arkadaslarmin yaptig
calisgmada DAPI-DNA kompleksine ZnPc eklenmesiyle elde edilen grafikten Ky
degerini 5.294x10° olarak bulduklar1 goriilmiistiir. Calismamizda bulunan deger ile
bu deger karsilastirildiginda interkalatif baglanmanin daha kuvvetlli oldugu

calismamizda goriilmiistiir.
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Sekil 3.10 DNA-DAPI-Pc kompleksi icin Ksv Degerinin Belirlenmesinde
Kullanilan Fo/F — [Pc] Grafigi

Yapilan ¢alismada goriilityor ki serbest DAPI-DNA kompleksinin floresans
degerindeki dikkate deger diisiis, kuaterner yapmin soniimleme etkisinden
kaynaklanmaktadir. Sekil 3.9‘da goriildiigii gibi eklenen kuaterner Pc miktart
arttikca sontimleme etkisi de arttigindan DAPI-DNA kompleksinin floresans degeri
azalma gostermektedir. Bu da Pc’nin DNA’ya baglanmada DAPI’den daha kuvvetli

oldugunu gostermektedir.

3.2.4. DNA-SYBR Kompleksinin Florometrik Olarak Soniimleme Etkisinin

Belirlenmesi

SYBR Gold, niikleik asitlere baglanabilen bir siyanin boyasidir. RNA’ya,
tek ya da ¢ift zincirli DNA’ya yiiksek verimle baglanarak floresansi >1000-kat
arttirmaktadir. Niikleik asit-SYBR kompleksi i¢in maksimum uyarilma 495 nm ve

300 nm civarinda, maksimum emisyon ise 537 nm civarinda olmaktadir.
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Sekil 3.11 DNA-SYBR-Pc Kompleksinin Floresans Spektrumu

Pc’nin, DNA-SYBR kompleksinin floresansi tizerindeki sontimleme etkisi

Sterne VVolmer bagintis1 kullanilarak hesaplandi. Denkleme gore:

Fo
F =1+ KSU[PC]

Fo; Pc yoklugunda, uyarilmis DNA-SYBR kompleksinin floresansi.
F; Pc varliginda, uyarilmis DNA-SYBR kompleksinin floresansi.
[Pc]; Pc’nin konsantrasyonu.

Ksv; Sterne VVolmer sabiti.

Fo/F — [Fs] grafiginin egimi, kuaterner ftalosiyaninin DNA baglanma
derecesini gosteren Ksy sabitinin degerini vermektedir. Elde edilen grafikten, Ks=
6.5x10° + 0.87 L/mol olarak bulunmustur.
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Sekil 3.12 DNA-SYBR-Pc kompleksi i¢in Ksy Degerinin Belirlenmesinde
Kullanilan Fo/F — [Pc] Grafigi

Cozelti igerisinde bagli halde bulunmayan SYBR az miktarda floresans
verirken, DNA’ya bagli halde ¢ok yiiksek miktarda floresans verme ozelligine
sahiptir. DAPI gibi diger minor oyuklara baglanan boyalar ile kiyaslandiginda,
SYBR tek ya da ¢ift sarmal tercih etmeden bagalanabilir. Ayn1 zamanda yapi asidik
ve bazik ortamlarda daha kararli davranir (Cosa ve ark., 2001). Bu nedenle SYBR
ile Pc arasindaki DNA’ya baglanma yarisi, DNA ile etkilesim seklini bulmada
kullanilan kolay gerceklestirilebilir bir yontemdir. Serbest SYBR-DNA
kompleksinin floresansi, kuaternize Pc bilesikleri tarafindan soniimlenerek hizli bir
sekilde azalir. Bu soniimleme etkisi Ksv degeri ile ifade edilir. Grafik yoluyla
hesaplanan bu deger, Pc’nin soniimleme etkisini gostermektedir. Ksy degeri ne

kadar biiyiikse sontimleme etkisi o kadar biiylik demektir.

Kiigiik katyonik gruplarin DNA’ya daha kolay baglanmalari nedeniyle
SYBR-DNA kompleksi lizerinde daha yiiksek soniimleme etkisi gdstermeleri
beklenmektedir. Soniimleme islemi daha kararli bir Pc-DNA kompleksi olusana
kadar siirer. Daha kararli Pc-DNA kompleksinin olusumu daha az miktarda
floresans gostermesiyle anlasilir. Burada DNA, SYBR yerine Pc’yi tercih
etmektedir. Soniimlemenin biiyik olmasi, DNA’ya baglanma yarisinda Pc’nin

SYBR’dan daha kuvvetli oldugunu da gostermektedir. Bu nedenle floresans
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emisyonundaki azalma Pc ile DNA arasindaki etkilesimin bir gostergesi olarak
kabul edilir.

Silisyum iceren Pc tiirevleri ile yapilan ¢alismada 3 farkli bilesik icin Ksy
degerleri 0.47-1.35 L/mol araliginda bulunmus ve DNA’nin fosfat gruplarina
elektrostatik baglanma gerceklestigini gostermistir (Uslan ve Sesalan, 2013).

Calismamizda, SYBR-DNA kompleksinin floresansinda Pc eklenmesiyle
dikkate deger bir azalma goriilmiistiir (bkz. Sekil 3.11). Bu azalma, Pc’nin
soniimleme etkisinin kuvvetini yansitmaktadir. Pc’nin kuaterner yapida olmasi ve
Zn metali icermesi DNA’ya daha saglam baglanmasini kolaylastirmis bu da

sontimleme etkinin artmasini saglamistir.
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BOLUM 4 - SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda ftalimid bilesiginden baslayarak sirasiyla; 4-
Nitroftalimid, 4-Nitroftalamid, 4-Nitroftalonitril, 4-Aminoftalonitril, 4-((4-
(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril ve {2,10,16,24-tetrakis-4-
((4(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril) } ¢cinko(IT) ~ ftalosiyanin  bilesiklerinin
sentezi gergeklestirilmistir. Bilesiklerin sentez sirasinda sicakligi kontrol edilerek
gerektiginde buz banyosu kullanilmistir. Her asamada dikkat edilecek hususlar
sentezlenen bilesige 6zgii olarak farklilik gostermektedir. Ftalosiyanin sentezi igin
4-((4-(dimetilamino)fenil)diazenil)ftalonitril ligand olarak segilmistir. Sentezlenen
ftalosiyanin agik uglu yapida ve uglarinda metil siibstiitientleri bulunmaktadir. UV-
Vis spektrum bilgileri ve yap1 tayin yontemleri ZnPc bilesiginin olustugunu

desteklemektedir.

Katyonik karakterdeki bilesiklerin DNA’ya interkalatif ya da elektrostatik
yollarla baglanabildikleri bilinmektedir. Bilesiklerin suda ¢oziiniir yapida olmasi
PDT’de ilacin hiicresel alinimimi artirmaktadir. Bu nedenle, sentezlenen ZnPc¢’nin
cozlinlirliiglini  artirmak ve negatif yikli olan DNA’ya baglanmasin
kolaylastirmak i¢in kuaternerlestirme islemi yapilmis ve kuaterner tiirevin yapisi
tayin yontemleri ile desteklenmistir. Tiim denemeler sirasinda solvent olarak su
kullanilmistir ve ct-DNA’ya baglanma 6zellikleri ¢esitli spektrometrik yontemler
ile ger¢eklestirilmistir. Sonuglara bakildiginda, yeni sentezlenen Pc tiirevinin DNA
iskeletinin dis kisminda bulunan fosfat gruplarina ytiksek afinite ile baglandig1 ve
baglanmanin bazi1 bolgelerde elektrostatik, ¢ogu bodlgede interkalasyon ile
gerceklestigi bulunmustur. Pc yapisinda yer alan substitlientlerin ve merkezde yer
alan metal atomunun molekiiliin biyolojik aktivitesini etkiledigi bilinmektedir. Bu
nedenle sentezlenen bu tiirev orjinaldir ve biyolojik uygulamalar ve PDT
caligmalari i¢in uygun bir aday olabilir. Gelecekte bu tiirev ile in vivo ¢aligmalar

yapilabilir ve elde edilen bulgular ile daha detayli sonuglar elde edilebilir.
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