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Ozet: Bu calismada, bis(salisiliden)-1,3-diaminopropan (H,L) Schiff bazi ile nikel(I) kloriir
hekzahidrat’in etanoldeki reaksiyonundan [N,N'-bis(salisiliden)-1,3-propandiaminato]nikel(II) (NiL)
kompleksi sentezlendi. Sentezlenen NiL. kompleksinin pBR322 plazmid DNA ile etkilesimi ultraviyole
absorpsiyon spektroskopisi (UV), doniisiimli voltametri (CV) ve agaroz jel elektroforez ile incelendi.
NiL kompleksinin DNA varliginda absorpsiyon spektrumunun hiperkromik etki gosterdigi ve kaydedilen
doniisimlii voltamograminda pik akiminin azaldigi bulundu. NiL kompleksinin indirgeyici maddeler
olmadan plazmid DNA‘y1 etkiledigi agaroz jel elektroforez ile gosterildi. Ayrica NiL kompleksinin
Hyperchem® programiyla hesaplanan en diisiik enerjili yapisinin geometrisi, DNA‘nin  kismi
interkalasyon ve elektrostatik baglama modlartyla iliskilendirilebilir bir sonug¢ vermektedir.

Anahtar kelimeler: Nikel(II) kompleks, plazmid DNA yarilmasi, kismi interkalasyon, elektrostatik
etkilesim

Synthesis and Investigation of DNA Effect of [N,N'-bis
(salicylidene)-1,3-propanediaminato|nickel(II) Complex

Abstract: In this study, N,N'-bis(salicylidene)-1,3-propanediaminato]nickel(Il) (NiL) complex was
synthesized from reaction of bis(salicylidene)-1,3-propanediamine (H,L) with nickel(Il) chloride
hexahydrate in ethanolic medium. The interaction of synthesized NiL complex with pBR322 plasmid
DNA was investigated by ultraviolet absorption spectroscopy (UV), cyclic voltammetry (CV) and agarose
jel electrophoresis. It was found that the absorption spectrum of NiL complex in the presence of plasmid
DNA showed hyperchromism and its peak current was significantly decreased at recorded
voltammogram. Effect of NiL complex on DNA in the absence of reductant agents showed by ajarose jel
electrophoresis. Moreover, the geometry of the lowest-energy structure of NiLL complex calculated by
Hyperchem® program gave a good result to be associated with partial intercalation and electrostatic
binding modes of the DNA.

Key words: Ni(I) complex, plasmid DNA cleavage, partial intercalation, electrostatic interaction

1. Giris

Son yillarda biyomedikal ve biyoteknoloji alaninda yeni kemoterapik ilaglarin
gelistirilmesi ve gen manipiilasyonu i¢in DNA ile metal komplekslerinin etkilestirilmesi
konusunda caligmalar 6nem kazanmustir [1, 2]. Gegis metal kompleksleri DNA ile
interkalasyon, kismi interkalasyon, elektrostatik modda veya kovalent bag ile
baglanarak etkilesebilir. Bu etkilesmeler kompleksin geometrisine, yapisina ve
biiytlikliigiine bagh olarak degisir [3]. Niikleik asit kimyasinda sec¢ici yeni problarin
gelistirilmesi veya gegis metal kompleksleriyle DNA arasindaki etkilesimlerde metal
iyonlarinin toksisite 6zelliklerinin belirlenmesi 6nemlidir [4-6]. Genel bir ifadeyle,
DNA kompleks tarafindan hidrolitik veya oksidatif yolla yarilmaya ugratilabilir [7-10].
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Hidrolitik islem fosfodiester baglarmin kirilmast ve DNA’nin pargalanmasiyla
sonuglanir. Bu islemde, ortamda H,O,, O,, tiyol veya askorbik asit gibi herhangi bir
indirgeyici madde kullanilmaz. Ancak, hidrolitik DNA bolme islemi uzun reaksiyon
zaman1 gerektirir. Oksidatif islem de ise, ortama indirgeyici reaktiflerin ilave
edilmesiyle, DNA, niikleobazlarin oksidasyonuyla yarilir veya niikleotitlerin H1’ veya
H4’ veya H5’-deoksiriboz hidrojen atomunun ayrilmasiyla seker kii¢iik molekiillere
parcalanir [1, 10-12]. DNA’nin yapisinin bozulmasina neden olan, antikarsinojen etkiye
sahip, antibakteriyel ve antifungal etki gosteren alternatif maddeler arayisinda Schiff
bazi kompleksleri de test edilmektedir [3, 4, 12-15]. Bu c¢aligmalarla birlikte, metal
komplekslerin DNA etkisinin koordinasyon geometrisiyle olan iligkisi en diisiik enerji
hesaplamalari, elektron ¢ifti bulunduran en yiiksek molekiil orbitali (HOMO) ve bos en
diistik molekiil orbitali (LUMO) enerji hesaplamalariyla da ilsikilendirilmeye
calisilmaktadir [16-18]. Sunulan bu calismada, H,L ligandi ve NiL kompleksi
sentezlendi [19, 20] ve NiL kompleksinin herhangi bir indirgeyici kullanmadan pBR322
plazmid DNA’ya etkisi UV, CV ve agaroz jel elektroforez ile gosterildi. Ayrica NiL
kompleksinin, Hyperchem® programi (HyperCube Inc., USA) [21] kullanilarak
bulunan en diisiik enerjili yapisinin HOMO ve LUMO enerji degerleri hesaplandi,
elektrostatik potansiyel haritas1 gosterildi ve kompleksin geometrisi incelenerek
DNA'ya etkisi ifade edildi.

2. Materyal ve Metot

Salisilaldehit (Sigma), 1,3-propandiamin (Aldrich), NiCl,.6H,O (Aldrich), Tris
(hidroksimetil) aminometan—-HCI (Tris—HCI) (Sigma), NaCl (Sigma), Etanol (EtOH)
(Riedel de Hien), Standart TBE tampon (pH 7.4) (Sigma), pBR322 plazmid DNA
(SibEnzyme) kullanildi. Tris—HCIL:NaCl, 5:50 mM tamponu bidestile saf su kullanilarak
hazirland1 (pH 7.2). pBR322 plazmid DNA’nin saflig1, hazirlanan tampon i¢cinde UV
spektrofotometresinde 260 ve 280 nm’de Olgiilen absorbans degerleri orani, Ajeo/Aaso
1.93 olarak bulundu. Ajep/Assp oraninin 1.8-2.0 arasinda olmasi, protein miktarinin
plasmid DNA ile ¢alismaya etki etmeyecek kadar oldugunu gdstermektedir [22, 23].
Biitlin caligmalarda Tris-HCI-DNA tampon ¢6zeltisi taze hazirlanarak ve en ¢ok iki giin
stireyle +4 °C’ta saklanarak kullanildi. UV, CV ve agaroz jel elektroforez calismalari,
H,L ligand1 ve NiL kompleksiyle DNA 37 °C’ta 2 saat siireyle inkiibe edildikten sonra
yapildi. Jel 80 V’ta ve 2 saat siireyle yiiriitiildii. Sentezlenen ligandin erime noktasi
Gallon Kamp erime noktasi tayini, ligand ve kompleksin element analizleri ise, LECO
CHNS-932 cihazlariyla yapildi. FTIR (ATR) spektrumlari Shimadzu IR Affinity-1
model spektrofotometre ile, 4000 — 550 cm™ araliginda 4 cm™ duyarlikta ve 10 tarama
sayisiyla spektrofotometereye ait Shimadzu IR solution 1.50 yazilimi kullanilarak
kaydedildi. Kompleksin Ni tayini GBC atomik absorpsiyon spektrofotometre ile ve
GBC Avanta Ver. 2.02 yazilimi kullanilarak yapildi. Absorpsiyon o6l¢iimlerinde
Nanodrop ND-1000 spektrofotometre ve NanoDrop ND-1000 Ver. 3.3 yazilimi,
elektrokimyasal dl¢limlerde ise, CHI1230A (CH Instruments, USA) potansiostat ve CHI
Ver. 9.02 yazilimi kullanilarak yapildi. Elektrokimyasal ¢alismalar standart {i¢ elektrotlu
hiicrede yapildi ve calisma elektrodu olarak altin elektrot (Au) referans elektrot olarak
Ag/AgCl ve karsit elektrot olarak platin tel kullanildi. Agaroz jel goriintiisi GENE
GENIUS Bio Imaging System cihaziyla ve GeneSnap Ver. 6.05 yazilimi kullanilarak
kaydedildi. Teorik hesaplamada Hyperchem® Ver. 8.07 programi kullanildi.
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2.1. N,N’-bis(salisiliden)- 1,3-propandiamin (H,L) Sentezi

Geri sogutucu takilmig 100 mL’lik iki agizli bir balona 0.05 mol salisilaldehitin 25 mL
EtOH’deki ¢ozeltisi konur. Bu ¢ozeltiye 0.025 mol 1,3-propandiaminin 25 mL
EtOH’deki ¢ozeltisi iki kisim halinde, 1 dakika icinde eklenir. Karisim kaynama
sicakligina kadar isitilir ve sogumaya birakilir. 24 saat oda sicakliginda bekletilerek
Schiff bazi kristallendirilir [19, 20]. C17H;gN>O,: Verim >%90; e.n. 59 °C. Bulunan
(%): C, 72.25; H, 6.32; N, 10.02. Hesaplanan (%) C;7HisN2O,: C, 72.32; H, 6.43; N,
9.92. FTIR (ATR) (v em™) 1632 (C=N). '"H-NMR (CDCl;) & (ppm): 13.94 (y, -OH),
8.45 (t, 1H, -N=CH-), 7.36-7.26 (¢, 4H, aromatik), 7.00-6.88 (¢, 4H, aromatik), 3.76-
3.72 (¢, 4H, CH,-CH,-CH,), 2.14 (b, 2H, CH,-CH,-CH,); (y, yayvan; t, tekli; ¢, coklu; b,
besli).

2.2. [N,N"-bis(salisiliden)- 1,3-propandiaminato[nikel(1l) (NiL) (Sekil 1) Sentezi

Geri sogutucu takilmis 100 mL’lik iki agizli bir balona 0.05 mol H,L ligandinin 50 mL
EtOH’deki ¢6zeltisi konur ve kaynama sicakligina kadar 1sitilir. Bu ¢ozeltiye 0.05 mol
NiCl,.6H,O’in 25 mL EtOH’deki ¢ozeltisi eklenir. Kaynama sicakliginda 1 dakika
tutulan ¢ozelti oda sicakliginda kristallendirmeye birakilir [19, 20]. e.n. >300 °C
(bozunur). Bulunan (%): C, 60.39; H, 4.89; N, 8.41; Ni, 17.24. Hesaplanan (%)
C17H¢N,O,Ni: C, 60.23; H, 4.75; N, 8.26; Ni, 17.31. FTIR (ATR) (v cm™) 1610 (C=N).
NiL kompleksi, CH3;CN, DMF ve DMSO’te ¢oziiniir.

Sekil 1. NiL kompleksinin kimyasal formiilii.

3. Bulgular

NiL kompleksinin plazmid DNA’ya olan etkisi i¢in kaydedilen UV spektrumu Sekil
2’de, doniisiimlii voltamogrami Sekil 3°de, agaroz jel elektroforez goriintiisii ve olusan
formlarin yiizdeleri (%) Sekil 4’de, hesaplanan en diisiik enerjili yapisinin elektrostatik
potansiyel haritas1 Sekil 5a’da ve nikel atomunun koordinasyon geometrisine ait bag
uzunluklari, bag acilar1 ve torsiyon agilart Sekil Sb’de verilmistir. NiL kompleksi igin
hesaplanan enerji degerleri de Tablo 1’de verilmistir.
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Sekil 2. Tris-HCI/NaCl tamponu iginde 0.2 pug (—) ve 0.4 pg () plazmid DNA varliginda ve
yoklugunda 0.2 mM NiL (—) kompleksinin UV absorpsiyon spektrumu.
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Sekil 3. 0.2 mM NiL(—) kompleksi ve 0.4 pg DNA(—) varliginda CH;CN/Tris-HCI tamponundaki
déniisiimlii voltamogrami, tarama oram 0.1 V s™.
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Sekil 4. (a) Agaroz jel elektroforez goriintiisii; 1 no.lu siitun 0.2 mM H,L + 0.4 uM DNA, 2 no.lu

stitun 0.2 mM NiL + 0.4 pg DNA, 3 no.lu siitun 0.4 ug DNA, (b) DNA formlarin yiizdeleri.
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(a)

Bag acilan

1 84.153
2 9535
3 96.66
4 87274

Torsiyon acilar
020-Ni-021-N§ =-110.21
020-Ni-021-N12 = 162.90

(b)

Sekil 5. NiL kompleksinin (a) elektrostatik potansiyel haritasi (b) molekiil ve nikel atomunun
koordinasyon geometrisi {bag uzunluklari (A), bag ve torsiyon acilari (°)}.

Tablo 1. NiLL kompleksi i¢in enerji hesaplamalar1 ZINDO/1 yar1 deneysel SCF-MO metot, Restricted
Hartree-Fock (RHF) geometrik degiskenlerinde bir degisiklik yapmadan, Polak-Ribiere algoritmasi
kullanilarak hesaplandi.

H,L NiL

Enomo (eV) -6.680 -6.061
ELumo (V) 5.910 4.936
AELUMO-HOMO (CV) 12.590 10.997

u (Debye) 8.539 14.774
gN8 -0.232 -0.312
qO20 -0.456 -0.376
gN12 -0.208 -0.169
qO21 -0.336 -0.358
Etopram (au) -177.790 -217.527
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4. Tartisma ve Sonuc¢
4.1. Elektronik Absorpsiyon Spektrumu

Absorpsiyon spektroskopisi herhangi bir maddenin DNA’ya etkisini aragtirmak i¢in en
cok kullanilan tekniklerden birisidir. Maddenin DNA’ya kars1 interkalasyon etkisi varsa
genellikle hipokromik etki gozlenir [24, 25]. Ancak maddenin DNA ile etkilesimi
elektrostatik veya kismi interkalasyon bi¢iminde ise, hiperkromik etki gozlenir. Ayrica
maksimum absorpsiyonlarin kirmiziya kaymasi, HOMO ve LUMO enerji seviyeleri
arasindaki farkin azaldigin1 ve kompleksin DNA ile etkilestigini [26] gosterir. Sekil
2’den gorildiigii gibi NiL kompleksinin 235 ve 258 nm’de iki absorpsiyon bandi vardir.
Analiz i¢in 235 nm’deki band secilmistir. Ortama artan miktarda (0.2 ve 0.4 ng) DNA
ilave edildiginde kompleksin maksimum absorpsiyon siddetleri artmis ve bandin
absorpsiyon siddetinde 1 ve 3 nm’lik kirmiziya kayma gozlenmistir. Hiperkromik
etkinin gozlenmesi kompleksin DNA’nin ylizeyine elektrostatik olarak baglandigini
gosterir [5, 27]. NiL-DNA etkilesiminden sonra n-n* gecis enerjileri azaldigindan band
kirmiziya kayar.

4.2. Doniisiimlii Voltametri

Sekil 3’te verilen voltamogramdan goriildiigli gibi NiL kompleksinin Tris-HCl
tamponundaki redoks davranisi tersinmezdir ve katodik pik potansiyeli NiL i¢in E,. = -
1.12 V olarak bulunmustur. Voltamogramdaki 0.55 ve 0.8 V’taki diger pikler ise
tampon ¢ozeltiden kaynaklanmaktadir. Tris-HCI/NaCl tamponundaki 0.2 mM kompleks
icerisine 0.4pg DNA ilave edildikten sonra kaydedilen voltamogramda katodik pik
potansiyelinin daha pozitif degerlere kaydigi ve pik akimlarinda diisiis oldugu
gbzlenmistir. Pik akimlarindaki bu diisiis kompleksin DNA ile etkileserek difiizyon
katsayisinin azalmasindan kaynaklanmaktadir [28, 29].

4.3. Agaroz Jel Elektroforez

Sekil 4’ten de goriildiigli gibi 3 no.lu slitunda tampon igerisinde DNA ve 1 no.lu
stitunda tampon icerisinde H,L ligandi ile birlikte DNA varken, DNA’nin siiper sarmal
formu (I) ve gevsek sarmal formu (II) gézlenmistir. Bu durum 37 °C ve 2 saatlik
inkiibasyon siiresi i¢inde H,L ligandinin DNA’ya etki etmedigini gostermektedir. NiL
kompleksi ve DNA’y1 igeren 2 no.lu siitunda ise form I yapis1 bozularak olugmus
dogrusal form (III) go6zlenmistir. Bu durum ise, H,L ligandinin aksine NiL
kompleksinin ortamda herhangi bir indirgeyici reaktif olmadan plazmid DNA’ya etki
ettigini gdstermektedir. Bundan baska, form II’ye ait ¢izgilerin yogunluklari (H,L %27,
NiL %33, DNA %?21) degerlendirildiginde ise, NiL kompleksinin gevsek sarmal formun
olusumunu hizlandirdig1 sdylenebilir. Plazmid DNA’ya kars1 gozlenen bu etki Ni’den
ve kompleksin geometrik yapisindan kaynaklanmaktadir.

4.4. Teorik Hesaplama
Tablo 1’ de koordinasyon kiiresi etrafindaki atomlarin yiikk yogunluklar1 ve kompleks

icin hesaplanan dipol momentinin yiiksekligi dikkate alindiginda; negatif yiik
yogunlugu yiiksek olan bélgelerin kirmizi pozitif yiik yogunlugu yiiksek olan bélgelerin
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mavi olarak gosterildigi molekiiliin elektrostatik potansiyel haritasina baktigimizda
(Sekil 5a), negatif yiik yogunlugunun koordinasyon kiiresi etrafinda pozitif yiik
yogunlugunun da benzen halkalar1 ve propilen kopriisii tizerinde oldugu ve molekiil ici
polarlanmada, yiikk dagilimi1 anlaminda, herhangi bir kesintinin olmadig1 sdylenebilir.
Ayrica Sekil 5b’de koordinasyon Kkiiresi i¢in verilen bag uzunluklari, bag agilari,
torsiyon acilar1 incelendiginde ve molekiilin 3 boyutlu yapisi dikkate alindiginda
molekiilin bozulmus kare diizlem yapida oldugu goriilmektedir. Tablo 1’den
kompleksin toplam enerjisi dikkate alindiginda ise (ligand-177.790, kompleks-217.527)
kompleksin daha kararli bir yapiya sahip oldugu goriilir. Kompleksin sahip oldugu
polarlik nedeniyle DNA ile daha kolay etkilesmesi beklenebilir. Nitekim Sekil 4’te
verilen agaroz jel elektroforez goriintiisii bu yorumu destekler sonu¢ vermistir.
Dolayistyla kompleksin teorik olarak hesaplanan geometrik yapisinin ve dzelliklerinin
denel verilerle uyum halinde oldugu sdylenebilir.
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