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OZET

[MN(CO)s(BPY)(L)]* ( BPY: 2,2-BIPIRIDIN, L: BENZILBENZIMIDAZOL,
4-METOKSIBENZILBENZIMIDAZOL, 4-
KLOROBENZILBENZIMIDAZOL) KOMPLEKSLERININ CO-SALINIM
OZELLIKLERINE PH ETKISI

OZGEHAN CANSU GULCU

ORDU UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI, 2019
YUKSEK LISANS TEZI, 35 SAYFA
(DANISMAN: DOC. DR. ELVAN USTUN)

Karbon monoksit depolamasi ve transferi metal karbonil komplekslerinin son
yillardaki  6nemli kullanim alanlarindandir. Bu amagla, daha Onceden
karakterizasyonu yapilmis ya da yeni sentezlenerek karakterize edilen metal karbonil
komplekslerinin CO-salinim 6zellikleri Ol¢lilmektedir. Bu 6lglim amaciyla en sik
kullanilan ve en bilinen yontem Myoglobin-Assay dir. Myoglobin-Assay yonteminde
deoksimiyoglobinin karbon monoksiti baglayarak karboksimiyoglobine doniisiim
stireci spektroskopik yontemlerle takip edilirken ortami istenen pH degerine
tamponlamak miimkiindiir. Bu yontemde asitlik genellikle fizyolojik pH olarak bilinen
7.4’ tamponlanir. Oysa CO ihtiyag duyulan bdlgeni pH degeri farkli olabilir. Oyle ki,
viicutta mide ile kalin bagirsak asitlikleri arasinda biiyiik farklar vardir. Bu durumda
bir molekiiliin CO-salinim aktivitesinde asitligin bir fark yaratip yaratmadigi ve olasi
degisikligin nasil olacaginin tespiti onemlidir. Bu tez kapsaminda photoCORM oldugu
bilinen [Mn(CO)s(bpy)(L)]* (bpy: 2,2-bipiridin, L: benzilbenzimidazol, 4-
metoksibenzilbenzimidazol, 4-klorobenzilbenzimidazol) molekiillerinin pH=6.0,
pH=7.6 ve pH=9.0 degerlerinde CO-salinim 06zellikleri 6l¢iilerek asitlik degisiminin
CO-salinim aktivitesini nasil degistirdigi analiz edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Benzimidazol, CO-Salinimi Yapan Molekiiller, Mangan
Kompleksleri, Metal Karboniller
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ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND CO-RELEASING PROPERTIES
OF [MN(CO)3(BPY)(L)]* (BPY: 2,2-BIPYRIDYL, L: 4-
METHOXYBENZYLBENZIMIDAZOLE, 4-
METHOXYBENZYLIMIDAZOLE, 4- CHLOROBENZYLIMIDAZOLE)
COMPLEXES

OZGEHAN CANSU GULCU

ORDU UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCES
DEPARTMENT OF CHEMISTRY, 2019
MSC THESIS, 35 p.
(SUPERVISOR: DOC. DR. ELVAN USTUN)

Storage and transfer of carbon monoxide is one of the major uses of metal carbonyl
complexes in recent years. For this purpose, the CO-releasing properties of the metal
carbonyl complexes which have been previously characterized or newly synthesized
are measured. The most commonly used and known method for this measurement is
Myoglobin-Assay. In Myoglobin-Assay method, it is possible to buffer the medium to
the desired pH value while the visualization by spectroscopic methods of conversion
process of deoxy-myoglobin to carboxy-myoglobin by bonded carbon monoxide. In
this method, the medium is usually buffered to 7.4, known as physiological pH.
However, the required pH values of infirm tissue may be different; ie, the acidity of
stomach and intestinal. In this case, it is important to determine whether acidity makes
a difference in the CO-releasing activity of a molecule and how the change will be. In
this thesis, the CO-releasing properties of [Mn(CO)s(bpy)(L)]*(bpy: 2,2-bipyridyl, L:
benzylbenzimidazole, 4-methoxybenzylbenzimidazole, 4-
chlorobenzylbenzimidazole) were measured at pH = 6.0, pH=7.6, and pH=9.0.

Keywords: Benzimidazole, CO-Releasing Molecules, Manganese Complexes, Metal
Carbonyls
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1. GIRIS

Tatsiz, renksiz, kokusuz ve tahrig etmeyen bir gaz olan karbon monoksit (CO) genel
olarak toksik olarak bilinmektedir. CO molekiiliiniin toksisitesinin nedeni
hemoglobine baglanma egiliminin oksijen molekiilinden yaklagik 230 kat daha
yiiksek olmasidir. Bu neden ile karbon monoksi hemoglobine kolaylikla baglanarak
cok kisa siirede dokulara ulasir. Viicuttaki karbon monoksit baglamis hemoglobin
orani %10’un lizerine c¢iktiginda toksik etki belirtileri baslar. Oysa CO yiiksek
derisimlerde 6ldiiriicii olabildigi gibi diisiik derisimlerde sitoprotektif etkisi olan bir
gazdir. Zaten CO viicutta devamli var olan ve {iretilen bir kiigiik molekiildiir.
Hemoglobinin degradasyon siirecinde CO’in bir yan iriin olarak ortaya ¢iktigi
bilinmektedir ve viicutta sorun olan bolgede hemoglobin degradasyonu artacagindan
CO derisimi de artmaktadir. Dolayisiyla belirli bir dokudaki CO derigimine etki ederek
iyilesme stirecine etki etmek miimkiindiir. Bu durumlarda iyilesmenin olmasi istenen

bolgeye CO’1 kontrollii ve glivenli bir sekilde gondermek gerekir.

Yapilan ¢alismalar hem molekiiliiniin billirubine doniisiimii sirasinda karbon monoksit

molekiiliiniin endojen olarak ortaya ¢iktigin1 gostermektedir.

Biliverdin |
reductase - .
Bilirubin

Biliverdin ——

NADPH
\ [Heme oxygenase]
Heme > lron
Cytochrome P450
Reductase
0. Carbon
monoxide

Sekil 1.1 Karbon Monoksit Molekiiliiniin Endojen Uretmesi
Karbon monoksit molekiiliiniin viicutta endojen iiretilen gazlardan biri olmasi onun
viicuttaki fonksiyonu ve olasi tedavi edici 6zelliginin diisiiniilmesini saglamistir. CO
in biyolojik aktiviteleri ve tedavi edici 6zellikleri lizerine yiizlerce ¢alisma ¢ok cesitli
alanlarda yaymlanmis ve halen yayinlanmaya devam etmektedir. Bu ¢aligmalara Bang
ve ark., (2014) tarafindan yapilan antibakteriyel aktivite, Chora ve ark., (2007)
tarafindan yapilan antioksidan aktivite, Wang ve ark., (2007) tarafindan yapilan
antiapoptoz aktivite ¢alismalart ve Sammut ve ark., (1998) ve Neto ve ark., (2004)

tarafindan yapilan vazodilatori ¢alismalar1 6rnek olarak verilebilir.



Nefes yoluyla istenen dokuya CO gondermenin zorluklar diisiiniildiigiinde, CO’i
istenen bolgeye ulastiginda kontrollii olarak salan molekiiller dizayn etmek bir ¢oziim
olarak degerlendirilebilir. Istenen bolgede hiz1 ve derisimi kontrol edilebilir CO-

salimim1 yapan molekiillere kisaca CORMs (CO-releasing molecules) denir.

Karbonil kompleksleri CO’i yapisinda ligand olarak bulundurmalari dolayisiyla
onemli bir CORM aday molekiil olarak degerlendirilirler. Bu nedenle daha 6nceden
karakterize edilmis pek ¢ok molekiiliin CO-salinim aktiviteleri incelendigi gibi bu

amagla yeni molekiiller sentezlemeye ve analiz edilmeye devam etmektedir.

Bir molekiiliin CO-salinim aktivitesini tayin etmek i¢in en bilinen ve sik kullanilan
yontem Myoglobin-Assay dir. Bu yontemde hemoglobine ¢ok benzeyen ve tipki
hemoglobin gibi CO’e afinitesi ¢ok yiiksek olan miyoglobin kullanilar.
Miyoglobindeki demirin bulundugu oktahedral bolgede Na>S204 ile bir koordinasyon
boslugu yaratilarak bu koordinasyon boslugunu CO’in doldurmasi saglanir. Bu siireg

UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi ile kolayca takip edilerek dlgiilebilir.

PF6 PF6 N PF6

oc_ | N~ ocC oc_ | N
>Mn >1\'/[/ :Mn/
oc” |\ A oc” |\ 0C”™ [N~
CO | coN | CO |
N N x
1 2 3

Sekil 1.2 Tez Kapsaminda Calisilmis Molekiillerin A¢ik Formiilleri

Miyoglobin-Assay yonteminin uygulanmasi sirasinda ortamin istenen bir pH degerine
tamponlanmas1 miimkiindiir. Bu nedenle literatiirde bu tamponlama isleminde pH’1n
7.4’te sabitlendigi ¢aligmalar mevcuttur. Oysa pH=7.4’e tamponlanarak tespit edilen

CO-salinim aktivitesi drnegin mide de farkli olacaktir. Bu durumda aday molekiil



ornegin kalin bagirsakta CO-salic1 olarak kullanilacaksa daha asidik ortamlarda nasil

tepki verdiginin bilinmesi gerekir.

Literatiirde Mn, Re, Fe ve Ru gibi gecis metallerinin karbonil kompleksleri iizerine
pek ¢ok aragtirma vardir. Bunlardan Mn {izerine olan photo-CORM c¢aligsmalarindan

ise oldukg¢a iyi sonuglarin alindig1 goriilmektedir.

Planlanan tez kapsaminda [Mn(CO)3(bpy)(L)]* (bpy: 2,2-bipiridin, L:
benzilbenzimidazol,  4-metoksibenzilbenzimidazol, 4-klorobenzilbenzimidazol)
molekiilerinin CO-salimim aktiviteleri pH=6.0, pH=7.6 ve pH=9.0 degerlerinde
Olgiilerek analiz edilmis ve pH’a bagh olarak CO-salinim aktivitesinin degisip

degismedigi ve degisiyorsa bu degisimin nasil oldugu analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbon monoksit (CO) Molekiilii

Karbon monoksit, bir karbon ve bir oksijenden olusan bir molekiildiir. Molekiil
formiili ise, CO seklindedir. Molekiil agirligi 28,01 g/mol, yogunlugu 1,14 kg/m?,
kaynama noktas1 -191,5 °C, erime noktas1 -205 °C dir.

Atom numaralar1 6 ve 8 olan karbon ve oksijen kovalent bag ile baghdir. CO
molekiiliiniin degerlik elektron sayisi ny= 1(4) + 1(6) = 10 seklinde hesaplanir.
Molekiil iskeleti i¢in bir bag gerektiginden, 2 e bagda kullanilir. Kalan 8 elektronun
6’s1 ise daha elektronegatif atom olan oksijenin oktedini tamamlamak i¢in kullanilir.

Geriye kalan 2 e” ise karbonun iizerinde gosterilir. Boylelikle CO igin;
:C—(:)::

Yapisi olusur. Karbon, oktedini tamamlamadigindan oksijen tizerindeki iki ¢ift yalin
e iki pi () bagi olusturarak oktedini tamamlar. CO igin elde edilen elektron-nokta

yapisl ise;
:c=o0:

seklindedir. Karbon monoksit bir karbon atomu ile oksijenin bag yapmasi sonucu
olusur. Molekiildeki atomlar birbirlerine bir sigma (o) ve iki © bagi ile baglanmislardir.

CO molekiilii i¢in yazilabilecek iki rezonans yap1 vardir.

S] @ ..
C=0: =<=— :C=—=0:

(1) (I
(D ve (I) yapilarinin kararliliklart incelendiginde; formal yiikler g6z Oniine
alindiginda, (II) yapisinin daha kararli oldugu sonucuna varilir. Ikinci periyot
elementlerinin, oktet kuralina uyan bilesikler olusturmasi agisindan (I) yapis1 daha
kararlidir. Bag enerjileri de (I) yapisinin daha kararli oldugunu gostermektedir. C=0O
bag enerjisi 799 kJ mol? gozlenirken C=0 bag enerjisi 1072 kJ mol™? diir. (I) yapis
(I) yapisindan 1072 - 799 = 273 kJ mol™ kadar daha yiiksek enerjilidir.
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Sekil 2.1 Molekiiler Orbital Enerji Diyagrami
n-alic1 ligandlar, merkezi atoma elektron ¢ifti vererek ¢ bagini olusturur. ¢ bagi igin

verdigi elektronlar ya hibrid orbitalinin ya da n-molekiiler orbitalinin elektronlaridir.

n-alic1 ligandlarin merkezi atomdan elektron g¢ifti alarak m bagi olusturmasina geri
baglanma denmektedir. Geri baglanma ile metal-ligand baginin derecesi arttigindan,
bag kisalir buna bagl olarak titresim frekansi artar. Merkezi atom ile CO arasindaki

baglanma, rezonans melezi yontemi ile agagidaki sekilde gosterilir:

//—\ 7~ \ .o

0 (n

2.2 Metal Karboniller (Karbonil Kompleksleri)

Karbonilin ge¢is metaline baglanarak olusturdugu koordinasyon bilesiklerine “metal
karboniller” ya da “metal karbonil kompleksleri” denir. Metal karboniller, gecis
elementlerinin organometalik kimyasinda ¢ok Onemlidir. Mond tarafindan 1890
yilinda ilk metal karbonil olan nikeltetrakarbonil (0) in sentezinden giiniimiize bu
kompleksler bilim insanlarmin ilgi odagi olmustur. Her gecen yil ¢ok ve cesitli
kompleksler sentezlenerek bunlarin 6zellikleri incelenir. (Chen ve ark., 2001; Pearson
ve ark., 2001; Dotz ve ark., 2003; Oh ve ark., 2003; Herrick ve ark., 2004; Dinh ve
ark., 2005).

2.2.1 Metal Karbonillerde Baglanma
Karbon monoksit, karbon ve oksijen arasinda lokalize olmus iki dolu &t ve bir tane dolu

o molekiiler orbitalinden olusur. Hatta karbon ve oksijen atomlar1 iizerinde bag
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yapmamis elektronlar vardir. Karbon monoksitin, metale karbon ucundan baglanmasi
molekiiler orbital enerji diyagrami ile aciklanir. Metal ile karbonil arasindaki
baglanmanin iki asamada gergeklestigi diistiniilebilir. Birinci asamada; karbonil, en
yiiksek enerjili orbitalindeki (HOMO) elektron c¢iftini, ki bu elektronlar karbon
karakterli sp hibrit orbitalindedir, metalin uygun simetrisindeki bos olan d orbitaline
vererek bir ¢ bagi olusturur (koordine kovalent bagi). ikinci asamada ise metal,
elektronlarini karbonilin en diisiik enerjili (LUMO) bos orbitaline verir, ki bu orbital
de m* orbitalidir, bir © bag1 olusturur. (geri baglanma) bu baglanmaya ait molekiil

orbital diyagrami Sekil 2.1°de verilmistir.

n etkilesimi ile metal, bir baska deyisle ¢ etkilesimi ile artan elektron yogunlugunu
liganda geri vermektedir. m ve o etkilesimi sinerjiktir. Yani, biri digerini belli bir
dereceye kadar kuvvetlendirir. Karbon monoksit, ¢ etkilesimi ile metalin elektron
yogunlugunu ne kadar ¢ok artirirsa, metal de fazla elektron yogunlugunu azaltmak
lizere o dlgiide 7 etkilesimi yapar. Ote yandan karbon monoksit geri baglanma ile
metalden ne kadar ¢ok elektron alirsa aldig1 oranda elektron verir. Sinerjik etkiden
dolayr metal-karbon bagi kuvvetlenir. Bu iki yonlii kuvvetin etkisi ise C-O arasi
gerilme frekansini ve bag uzunlugunu degistirir. Orbital etkilesimini gosteren metal

karbonillerde baglanma sekil 2.2°de verilmistir.

Sekil 2.2 Metal Karbonillerde Orbital Etkilegsimini Gosteren Baglanma

2.2.2 C-O Gerilme Frekansini Etkileyen Faktorler

2.2.2.1 Metalin Yiikii

Geri baglanmaya etki eden en 6nemli faktdr metal karboniller iizerindeki yiik veya
metalin yiikseltgenme basamagidir. Metalin yiikii arttikca {izerindeki elektron
yogunlugunu azaltmak i¢in, o derecede liganda elektron verir. Sinerjik etkiden dolayi,
M-C bag derecesi artarken C-O bag derecesi azalir. Boylelikle metal karbon bagi
kuvvetlenir ve kisalir. Buna bagli olarak ise karbon oksijen (C-O) bagi zayiflar ve uzar.

Yani karbonil gerilme frekansi diiser.



Cizelge 2.1 Baz1 Komplekslerde Karbonile Ait Titresim Degerleri

Kompleksler v(CO)em™?
[Ti(CO)e)* 1748
[V(CO)I 1859
Cr(CO)s 2000
[Mn(CO)e!* 2100
[Fe(CO)s]** 2204

Gortildiigii gibi, en kuvvetli m bagi [Ti(CO)6] 2- iyonunda olusmustur. Ciinkli merkezi
atom iizerindeki negatif yiik arttik¢a m bag1 olusumu artar, C-O bag derecesi azalir.

Yani metalin negatif yiikii arttikga C-O bag gerilme titresimi azalir.

2.2.2.2 Karbonilin Metale Baglanma Sekli
Karbonilin metale baglanma sekliyle C-O bag derecesi degisir. Karbonilin metale

baglanma seklinin C-O bag gerilme titresimini degistirecegi de beklenir. (Sekil 2.3)

Karbonil Tipi Vicoyem”

Serbest karbonil 2143

Ug konumdaki karbonil 1850-2120

Koprit konumdaki karbonil 1700-1850
v/ em?

2000 1900 1800 1700

Sekil 2.3 Karbonilin Metale Baglanma Sekliyle Degisen Gerilme Titresim Degerleri
Ve Karbonilin Metale Baglanmasindaki Farklilig1 Gosteren IR Araliklar

2.2.2.3 Karbonile Trans Konumdaki Ligandin = Bag1 Olusturma Y etenegi
Karbonile trans konumda bulunan bir L ligandinin © bag1 vermesi, karbonilin geri

baglanma yapmasii 6nemli ol¢iide etkilemektedir. L, karbonile gore zayif @ bagi



yapan bir ligand ise karbonilin titresim frekansi azalacaktir. Daha kuvvetli © bag
yapan bir ligand ise karbonilin titresim frekansi artacaktir. Merkezi atomu ayni olan
komplekslerde karbonile trans konumda olan ligandin ©t bag1 yapma giiciiniin azalmasi
ile C-O gerilme bandlarinin frekanslarinin azaldigi agik bir sekilde goriilmektedir.
Farkli bir ligand ile karbonil grubunun yer degistirmesi, komplekste geriye kalan
karbonil gruplarmin karbon-oksijen ve metal-karbon baglarinin bag derecelerini
etkiler. Bunlardan dolay1 karbonilin gerilme frekansinda da degisimler olur. Baglanan
ligand karbonilden daha fazla ¢ bag1 yapma 6zelligine sahip ise karbonil grubunun

gerilme frekansi diiser. (Sekil 2.4)

Bilesik C-0 titresim frekans: fem”™
[Mo(CO):(PCls):] 1989
[Mo(CO):(PhPCl2)s] 1943
[Mo(CO):(PhaPCl)s] 1885
[Mo(CO):(Phs;P)s] 1835

Sekil 2.4 Karbonile Trans Konumundaki Grubun C-O Titresim Frekansina Etkisi
Goriildiigi gibi, [Mo(CO)3(PCl3)3] kompleksinde C-O gerilme titresim frekansi
yiiksektir. Bunun sebebi, bu komplekste trans konumda bulunan grubun (PCl3) n- bagi
verme yeteneginin, diger bilesiklerdeki gruplardan daha fazla olmasidir. Yani,
karbonile trans konumdaki grubun ©t bag1 verme yetenegi ile C-O bag gerilme titresimi

dogru orantilidir.

2.3 Metal Karbonillerin Sentezi

2.3.1 Dogrudan Katihm

Yalniz Ni(CO)4 ile Fe(CO)s ve Co2(CO)s uygun bir sicaklik ve basing altinda, ince
boliinmiis metal lizerinde karbon monoksitin tepkimesinden elde edilir. (Sekil 2.5)

. i 30 °C 1 atm
Ni(s) + 4CO(g) — ™ Ni(CO),

200 = 200 atm
Fe(s) + 5CO(z) T Fe(CO)s

150 7 35 atm
2Co(s) + BCO(g) — Co(CO)g(s)

Sekil 2.5 Dogrudan Katilim Y&ntemi ile Metal Karbonil Sentezi



2.3.2 Rediiktif Karbonilasyon
Ru(acac)s, CrCls, Re207, CCls, CoS, Co(CO)3, Colz vb tuzlar1 Sekil 2.6’da gosterildigi
tizere Mg, Ag, Cu, Na gibi uygun bir indirgeyici madde varliginda, karbon monoksit
ile tepkimeye girerek bir¢ok metal karbonil kompleksleri elde edilir.

150 °C, 200 atm, metanol

, AlCl3- benzen .
CrCly(s) -+ Al(s) + 6CO(g) 3 = Cr(CO);

2 CoS +8CO +4Cu 200°C, 200atm ¢, (CO) + 2 CusS

Qa
2Mnl,+10CO+2Mg 2o C2l0atmeter |\ (CO)o+ 2Ml,

MoCl; +6CO + 5 Na diglim = Mo(CO); + 5 NaCl
Sekil 2.6 Rediiktif Karbonilasyonla Metal Karbonil Sentezi
2.4 Viicudumuzda CO
Karbon monoksit solunduktan sonra akcigerler araciligiyla kana gecer. Karbon

monoksit gazi kirmizi kan hiicrelerinin igerisinde bulunan ve dokulara oksijen tagiyan
hemoglobine oksijenden ortalama 230 kat daha hizli baglanir. Karbon monoksitin
hemoglobinle  birlesmesi  sonucu  karboksihemoglobin  (COHb)  olusur.
Viicudumuzdaki oksijen azalarak karbon monoksit ile yer degistirir. Kan, dokulara
yeterince oksijen tasityamaz bunun beraberinde kalp, beyin ve diger organlarimiz

calisamaz hale gelir. Bu durumda hastaliklara ve en kotiisii 6liimlere neden olur.

Okjijen ve Karbondioksit Karbonmonoksit

tastyict hemoglobin ° hemoglobine gok guglu
: ° o baglamr.
W °

o
Hemoglobin

(®) (@)
Kirmizi Kan hiicrest oo

Artik O, ve CO, tagmamaz.

SekilTCO Molekiiliiniin Hemoglobine Baglanmasi
COHb’nin kandaki % oraninin artisi ile goriilen semptom ve bulgular Cizelge 2.2°de
goriilmektedir. COHb oran1 %20’li degerlerde iken bas agrist baglar, bas donmesi,
mide bulantisi ve kusma ile devam eder. Oran % 50’lere vardiginda koma ve 6liimciil

sonuglar ortaya ¢ikar. CO zehirlenmesinde ilk belirtiler bas agris1, mide bulantisi, bag



donmesi, halsizlik halidir. Kandaki COHb oran1 %50’lere vardiginda 6liimciil sonuglar
gosterirken, %10 un altinda ise 6liimciil bir gaz degildir (Alberto ve Motterlini, 2007;
Foresti ve ark., 2008; Romeo ve ark., 2012; Mann, 2012).

Cizelge 2.2 CO’in Kandaki Artis Oranina Bagli Olarak Gelisen Semptom Ve Bulgular

CO ‘in kan Semptom ve bulgular
Seviyesi
% 0-10 Yok
% 10-20 Hafif bas agrisi, cilt damarlarinda genisleme
% 20-30 Bas agrisi, Sakakta zonklayict agr
% 30-40 Siddetli bas agrisi, giigsiizliik, bulanti, kusma, bulanik gérme,
bas donmesi, kollaps, kirmizi-visne rengi deri ve dudaklar
% 40-50 Digerlerine ek olarak nabiz ve solunum artisi
% 50-60 Tasikardi, tasipne, Cheyne-Stokes solunumu, koma, konviilsiyon
% 60-70 Koma, konviilsiyon, kardiyak ve solunum depresyonu, muhtemel 6lim
% 70-80 Zayif nabiz, deprese olmus solunum, solunum yetmezligi ve 6liim

CO’in insan viicudunda endojen olarak {iretildigi 1949 yilinda Sjdstrand tarafindan
kesfedilmistir. 1968 yilinda ise; Marver, Schmid ve Tenhunen hemoglobinin
degredasyonunda (Sekil 2.8), hem molekiiliiniin, hem oksigenaz enzimi ile CO, Fe*?
ve biliverdin (¢ok kisa siire icerisinde bilirubine doniismektedir) olusturdugunu
gosteren ¢aligmast ile CO’in viicutta endojen olarak sentezlendigine aydinlik

getirmistir.

Hastalik durumunda kandaki CO miktarinin, saglikli durumdakinden daha fazla
oldugu belirlenmistir ve bununda iyilesme i¢in gerekli oldugunu gosteren ¢aligmalar
ardindan gelmistir (Johnson ve ark., 2003; Ryter ve Otterbein, 2004; Wu ve Wang,
2005; Motterlini ve ark., 2005; Otterbein ve Motterlini, 2010).

Toksik olan NO, CO ve H2S molekiiliiniin pek ¢ok hastalikta iyilestirici etkisi tizerine
calismalar giiniimiizde de halen devam etmektedir (Boczkowski ve ark., 2006; Mann

ve Motterlini, 2007; Johnson ve ark., 2007; Farrugia ve ark., 2014).

CO molekiiliinii gaz halinde, hastaliklar1 tedavi sirasinda deneysel ve pratik sorunlar

ortaya c¢ikarmistir. CO’i gaz olarak almak tehlikelidir; kontrol edilememektedir.
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Tedavi amagli olsa da belli bir dozun {izerinde alindiginda Sliimciil sonuglara varan

sikintili durumlar olusturmaktadir.

R
Globin /
Heme
- -
/
Hemoglobin HoRR e
NADPH + 0O,
Heme
Oksijenaz <
CO +Fe*
) + NADP"

/ NADP*  NADPH +H'

Bilirubin-IX o

HOOC COOH HOOC COOH
Sekil 2.8 Hemoglobinin Degredasyonu Ile CO’in Endojen Olarak Uretilmesi

Sikintili durumu ortadan kaldirmak adina daha kolay ve uygulanabilir goriinen
yontem, kimyasal bir tepkime sonucu CO c¢ikaran molekiiller kullanmak veya
yapisinda CO bulunduran molekiilleri tedavi amaciyla kullanmaktir. Bu amag
dogrultusunda en iyi aday CO molekiiliinii yapisinda ligand olarak bulunduran metal
karbonil kompleksleridir. Bir molekiiliin CO saliniminin; muntazam, kontrol edilebilir
ve ihtiyag duyulan zamanda ve istenilen bélgede olmasi beklenir. CO saliniminin ¢ok
hizli gerceklesmesi da ¢ok yavas gerceklesmesi de sorun olarak degerlendirilebilir.
Sekil 2.9 ’da CO’i gaz halinde soluyarak ve kati halde agiz yoluyla almanin avantaj ve

dezavantajlar1 gosterilmistir.
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CO soluyarak | CO-RM uygulamasi (agiz yoluyla)

Saglikl Doku

o
&

Akciger

Hastalikh Doku

Kan Akimi Hastalikh Doku Kan Akimi
e N
Zahmetli Doz kontrolii Sorunsuz
Kontrol edilemiyor Doku 8zgiinliigii Kontrol edilebilir
Yiiksek CO yiiklemesi Diisiik
Var Spesifik donanim Yok
Hastanede Uygulama sekli Ayakta
Sekil 2.9 CO Girisinin Viicuda Kati Madde Seklinde Agiz Yoluyla Saglanmasinin

Avantajlar

CO salic1t molekiilleri kullanmak, CO’in yukarida bahsedilen istenmeyen etkilerini
ortadan kaldirmanin bir nedenidir. CO salinimi incelenen molekiiller CORMs (CO-

releasing molecules) olarak adlandirilmstir.

CO ve CORMs molekiillerinin tedavi edici ve biyolojik aktiviteleri lizerine cesitli

caligmalar yayinlanmis ve giinlimiizde de yayinlanmaya devam etmektedir.

Bu c¢alismalar, Bang ve ark., (2014) tarafindan yapilan antibakteriyel aktivite
caligmasi, Chora ve ark., (2007) tarafindan yapilan antioksidan aktivite ¢aligmast,
Wang ve ark., (2007) tarafindan yapilan antiapoptoz aktivite ¢alismast Sammut ve
ark., (1998) tarafindan yapilan vazodilatori ¢alismasi 6rnek olarak verilebilir. CO ve
CO-salic1 molekiiller ile ilgili klinik Oncesi seviyede pek ¢ok c¢alisma da devam
etmektedir (Motterlini ve ark., 2002; Clark ve ark., 2003; Foresti ve ark., 2004; Ryan
ve ark., 2006; Bani-Hani ve ark., 2006; Niesel ve ark., 2008; Hasegawa ve ark., 2010).
Karbon monoksit ve CO-salict molekiillerin tedavi edici 6zellikleriyle ilgili Klinik
oncesi calismalar Motterlini ve Otterbein, (2010) tarafindan genis bir bi¢imde

Ozetlenmistir.

CO saliniminin dl¢iilmesi amaciyla 2000 li yillardan bu zamana pek ¢ok metal karbonil
kompleksleri sentezlenmis ve CO salinim ozellikleri incelenmistir. CO salinimi

incelenecek metal karbonil komplekslerinin yapisinda, CO harici ligandlar da oldukga
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onemlidir. CO harici ligandlar; CO salinim kapasitesini, hizini, molekiiliin
¢Oziinirliglinii ve kararhiligini etkiler. CO salinim incelenen metal karbonil
komplekslerinde, molekiilin CO  salinim  Ozellikleri  kadar  salinimin
gerceklesmesinden sonra kalacak artik iirlinlerinde viicuttaki etkileri dnemlidir. Bu
nedenden dolayr anti-hipertansif ve antifungal 6zellikleri bilinen benzimidazol ve
imidazolin kullanilmistir (Cetinkaya ve ark., 1997). Yapilan biyoaktivite
calismalarinda imidazolin; antihiperglisemik, antienflamatuar, antihipertansif,
antihiperkollestrolemik ve antidsepresan Ozellikler gostermistir (Dardonville ve
Rozas, 2004; Macinnes ve Duty, 2004; Tyagi ve ark., 2007; Guinchard ve ark., 2007;
Schlenk ve ark., 2008; Crouch, 2009; Liu, 2009). Benzimidazol molekiiliiniin
biyoaktivite ozellikleri ise antifungal, antihipertansif ve antiinflamatuar tesirleridir
(Clark ve ark., 1996; Mishra ve Sinha, 2002; Kiigiikbay ve ark., 2003; Arjmand ve
ark., 2005; Ozdemir ve ark., 2005; Sondhi ve ark., 2006; Shah ve ark., 2008; Haque
ve ark., 2012; Bansal ve ark., 2012; Garcia-Gallego ve Bernardes, 2014; Ustiin, Col
Ayvaz ve ark., 2016). Kullanilan gegis metalinin ve kullanilan ligandlarin viicuttan
atilabilir ve bu siirecte toksik bir etki gozlenmemesi gereklidir. Biyoaktivite
caligmalarinda CO salimimi ozellikleri incelenecek molekiiliin merkezi atomu da
onemlidir. Molekiil CO salinimi yaptiktan sonra artik olarak kalan maddenin dokuya
zarar vermemesi ayrica viicut tarafindan kolaylikla disar1 atilmasi gerekir. Bir
kompleks molekiiliin yapisinda ligand olarak bulunan CO molekiilii kompleks
molekiiliin yapisindan ¢esitli yollarla ayrilabilir ya da kopabilir. Bu bir yer degistirme
tepkimesi veya kendiliginden koparak bozunma tepkimesi olabilir (Romanski ve ark.,
2011, 2012; Bohlender ve ark., 2014; Jiang, ve ark., 2014 ). Metal karbonil
komplekslerinin genelde pek ¢ogunun UV ve Goriiniir bolge 1s18ma ¢ok duyarli
oldugu bilinmektedir. Hatta yeni metal karbonil komplekslerinin sentezlenmesi igin
UV 15181 kullanilir. Dolayisiyla CO-saliniminin saglanmasi i¢in molekiilii belirli dalga
boylarinda 1sikla etkilestirmek bir yontem olarak degerlendirilmistir. Molekiillerin CO
salimiminin diizenli ve kontrollii saglanmasi i¢in, normal durumda kararli olan ve
salimim yapmayan, CO salinimini ihtiya¢ duyulan zamanda ve bolgede belirli dalga

boyunda UV ya da goriiniir bolge 15181 ile yapan molekiillere photoCORMSs denir.
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Sekil 2.10 Photocorm’un Yapisi

PhotoCORMs molekiiller giin 1s1ginda belirli siire tutulduklarinda yapilarindaki
karbon monoksitin belli kismin1 ya da tamamini saldiklar1 gozlenirken karanlik
ortamda bekletildiklerinde herhangi bir bozunma gdstermezler (Kretschmer ve ark.,
2011; Huber ve ark., 2012; Pfeiffer ve ark., 2013; Nagel ve ark., 2014; Ustiin, Demir
ve ark., 2016; Ustiin, Col Ayvaz ve ark., 2016; Ustiin, Ozgiir ve ark., 2016; Ustiin ve
ark., 2017). Bilimsel ¢alismalardaki sonuglar mangan karbonil komplekslerinin etkili
photo-CORM molekiilleri olduklarin1 gostermektedir (Pfeiffer ve ark., 2009;
Dordelmann ve ark., 2012; Govender ve ark., 2013).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Ligandlarin sentezi, metal karbonil komplekslerinin sentezi, metal karbonil
komplekslerinin izolasyonu ve karakterizasyonu ve sentezlenen molekiillerin CO-
saliim 6zeliklerinin incelenmesi olmak iizere dort deneysel asamadan olusmaktadir.
Biitlin sentez islemleri Schlenk teknigi kullanilarak inert atmosferde gergeklestirildi.
Sentez asamasinda nem ve oksijenden kaynaklanmasi muhtemel sorunlar1 engellemek
i¢in kullanilacak cam malzemeler kullanilmadan 6nce vakum altinda 1sitilarak nem ve
oksijenden arindirildi ve argon gazi ile dolduruldu. Kullanilan tim c¢oziiciiler ve
reaktifler kullanilmadan 6nce literatiirde verilen yontemlere gore saflastirildi.

3.1 Mn(CO)s(bpy)Br Sentezi

30ml dietileter

Mn(CO)sBr + bpy —————— Mn(CO)3(bpy)Br

Havasi ve nemi vakumda 1sitilarak alinan schlenke 30 ml dietileter konularak buble
yapildi. Sonrasinda pentacarbonyl manganese bromiir ve 2-2-bipiridin konularak 40°C
de karanlik, argon gazi altinda geri sogutucu/su banyosunda 3 saat reflux e birakildi. 3
saat sonrasinda por 4 yardimiyla soguk eter ilavesiyle siizme islemi yapildi ve verime

bakild.

3.1.1 [Mn(CO)s3(bpy){N-(benzilbenzimidazol)}]**

15ml aseton

Mn(CO)s(bpy)Br + AgOTf ———————Mn(CO)3(bpy)OTf + AgBr

Havas1 ve nemi vakumda 1sitilarak alinan schlenke 15 ml aseton Mn(CQO)s(bpy)Br ve

AgOTf konularak oda sicakliginda, karanlik ve argon gazi altinda 24 saat karigima
birakildu.

24 saatin sonunda molekiil agirligi 208.26 g.mol? olan benzilbenzimidazolden
0.0667g temiz bir schlenke koyuldu ve iizerine selite yardimiyla AgBr alinarak islem
tamamlandi. Ardindan giizel bir sekilde havayla temas1 engellenip 24 saatlik karigima

birakaldi.

24 saatlik karisimin ardindan rotary evaparatoriinde kurutma iglemi yapilarak {izerine

1-2 ml metanol koyulup ¢6zdiikten sonra derin dondurucuya konuldu.

Bir giin sonrasinda slizme islemi soguk eter ile por 4 yardimiyla slizme islemi

yapilarak 149.2 mg elde edildi.
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3.1.2 [Mn(CO)3(bpy){N-(4-klorobenzilbenzimidazol)}]*

Havasi ve nemi vakumda 1sitilarak alinan schlenke 15ml aseton Mn(CO)sbpyBr ve

AgOTTf konularak oda sicakliginda,karanlik ve argon gazi altinda 24 saat karisima

birakildi.

24 saatin sonunda molekiil agirlig1 686.92 g.mol™ olan 4-klorobenzilbenzimidazolden
0.0777 mg temiz bir schlenke koyuldu ve iizerine selite yardimiyla AgBr alinarak
islem tamamlandi. Ardindan giizel bir sekilde havayla temas1 engellenip 24 saatlik

karigima birakildi. Metanolde ¢oziinmeyince difrize kaldirildi.

24 saatlik karisimin ardindan rotary evaparatoriinde kurutma islemi yapilarak tizerine
1-2 ml metanol koyuldu fakat ¢oziinme gerceklesmedi. Madde derin dondurucuya

konuldu.

Metanol igerisinde bes giin bekletildikten sonra difrizden alinan madde siiziildii ve 118

mg elde edildi.

3.1.3 [Mn(CO)3(bpy){N-(4-metoksibenzilbenzimidazol)}]*3

15ml aseton

Mn(CO)s(bpy)Br + AgOTf ——————Mn(CO)3(bpy)OTf + AgBr

Havasi ve nemi vakumda 1sitilarak alinan schlenke 15 ml aseton Mn(CO)3(bpy)Br ve
AgOTT( konularak oda sicakliginda,karanlik ve argon gazi altinda 24 saat karisima

birakildu.

24 saatin sonunda molekiil agirligi 238 g.mol™ olan ligandimizdan 0.0699¢g temiz bir
schlenke koyuldu ve iizerine selite yardimiyla AgBr alinarak siizme islemi
tamamlandi. Schlenk icerisine balik koyularak hava ile temas: kesilip karigima
birakildi. 24 saatlik karisimdan sonra rotary evaparatoriine takildi. O sirada goriinen
beyaz ¢okelegi ondan almak i¢in rotary evaparatoriinden alip 3ml DCM ile ¢ozerek ,
baska bir balona 10 ml pentan konuldu ve {lizerine selite yardimiyla siiziildii ve difrize

kaldirild.

Ertesi giin difrizden alinan madde soguk pentan ile por 4 de siiziildii ve 167 mg elde

edildi.

16



3.2 Tampon Cozelti Hazirlanmasi
14.29 NaHPOg4 12g NaH2PO4

Saf su ile 100 ml Saf su ile
ye tamamlanildi 100ml ye
tamamlan
19.35ml Na2HPO4 + 5.65ml NaH2PO4
Saf su ile 250 ml ye
tamamlandi (islem
mikropipetle yapild).

250

Sekil 3.1 Tampon Cozelti Hazirlanmasi
100 ml, 100 ml, 250 mI’lik balon jojelerimizi temizledikten sonra yukaridaki sekilde
gosterildigi gibi 14.2 g NaaHPO4, 12 g NaH2PO4 ve 19.35 ml NaoHPO4 + 5.65 ml

NaH2PO4 maddeleri balon jojelere konuldu ve iizerleri saf suyla ml lerine tamamlandi.

3.3 MYO-ASSAY

Proje kapsaminda sentezlenen molekiillerin CO-salinim 6zelliklerinin incelenmesinde
SHIMADZU marka UV-1800 modeli UV-Goriiniir Bélge Spektrometresi ve CAMAG
marka UV Kabinin UV Lambasinin 365nm lik kismi kullanilmuistir.

Hesaplanmasinda kullanilan DMSO, CO-Salinim Ozelliklerinin incelenmesi sirasinda
kullanilan DMSO, NaS;04, NaH2PO4, Na2HPOs ve Myoglobin maddeleri Sigma

Aldrich firmasindan satin alinmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bilindigi iizere dokuya oksijenin taginmasi hemoglobin ile yapilir. Hemoglobin
molekiiliinlin merkezinde oktahedral geometride konumlanmis demir atomunun
aksiyel konumuna baglanan oksijen kan dolasimi ile hemoglobinin viicutta ulastig
biitlin bolgelere kolaylikla ulasir. Diger yandan karbon monoksit molekiiliiniin
hemoglobine baglanma istegi oksijenden 230 kat daha fazla oldugundan CO orani
normalden fazla olan ortamda dokuya oksijenin tasinmasinda sorun yasanir. Oyle ki
kandaki karbon monoksit bagli hemoglobin orani ortamin karbon monoksit oranindan
yiiksek olabilir. Aslinda karbon monoksitin toksik bir madde oldugu eski ¢aglardan
beri bilinmektedir. Molekiil renksiz, kokusuz ve tatsiz olmasi dolayisiyla zehirleme
stirecinde duyu organlar ile fark edilmesinin zorlugu dolayisiyla “sessiz katil” olarak
bilinir. Kandaki karboksihemoglobin oran1 %40’lara gelene kadar bas agrisi, bas
donmesi, mide bulantis1 ve gorme bozukluklari gibi basit ve anlagilmayabilir belirtiler
gostermesine ragmen; oran %40’larin iizerine ¢iktiginda koma ile baslayan siireg
%60’1n lizerinde kalbin islevini kaybetmesi ile baslayan 6liimciil dakikalara ulasilir.
Oysa kandaki karboksihemoglobin orani %10’un altindayken herhangi bir semptom
gostermez. Zaten viicutta hemoglobinin degradasyon siirecinde karbon monoksitin bir
yan iirlin olarak ortaya ¢iktig1 bilinmekteydi. Yani viicutta her zaman bir miktar karbon
monoksit bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ayrica viicutta sorun olan
bolgede CO miktarinin arttigini ve bu artisin sorunun giderilmesi i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir. Bu durum CO molekiiliiniin bir tedavi ajani olarak kullanilmasinin
arastirildig calismalar ile devam etti. Dokuda tedavi i¢in CO 1 gaz olarak gondermek
doz kontroliiniin saglanamamasi ve doku se¢iminin yapilamamasi gibi sorunlara sebep
olmasmin yaninda hastanede ve 0zel cihazlara ihtiya¢ duyularak yapilmasi gibi
handikaplar1 vardir. Bu nedenle dokuda CO’i istenen bolgeye ulastirdiktan sonra
salinim yapan molekiillerin kullanilmasi bu sorunlarin ¢6ziimii olarak gériinmekte ve
bu tiir CO-salinim1 yapan molekiillere (CO-releasing molecules) CORMs denir. CO
saliiminda kullanildig: bilinen ¢esitli molekiil tiirleri vardir. Organik tiirler arasinda
en bilinenleri a-a-dialkilaldehit, okzalatlar, karboksilatlar ve silakarboksilatlardir.
Inorganik molekiiller arasinda ise en énemli aday ise yapisinda CO’i ligand olarak

bulunduran metal karbonil kompleksleridir.
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CO-salict molekiillerin dokuya ulastiktan sonra CO salinimini gergeklestirmesi igin
cesitli yontemler vardir. Bunlar arasinda termal ve enzimatik salinimin oldugu
yontemler dikkate deger sonuglar elde edilmesini saglamakla beraber fotokimyasal
olarak CO-salinimi tetiklemek ¢ok popiilerdir ve siklikla kullanilmaktadir. Ayrica CO
salimim1 aday molekiillerinden metal karbonil kompleklerinin pek cogu fotoaktif
molekiiller oldugu i¢in pek ¢ok fotoaktiflenebilir CO-salici molekiil (photoCORM)
cesitli metallerin karbonil kompleksleridir. Pek ¢ok farkli metalin farkli ligandlar
igeren karbonil komplekslerinin CO-salinim 6zellikleri incelenmistir. Mangan metali
pek c¢ok kompleksi g¢esitli  biyoaktivite ¢aligmalarinda degerlendirilmis
biyouyumlulugu yiiksek kabul edilen metallerden biridir.

Bir kompleks molekiiliin metali gibi metale baglanmis ligandlar da molekiiliin pek ¢ok
ozelliginde biiyiikk degisikliklere sebep olur. Hatta aymi ligand tiiriiniin farkli
stibstitiientlerle ¢esitlendirilmesi sonucunda elde edilen molekiillerin pek ¢ok 6zelligi
farkli olabilir. Bu tiir ¢calismalarda daha 6nceden karakterizasyonu ve analizi detayli
yapilmis hatta biyoaktivitesi degerlendirilmis molekiillerin kullanilmas1 beklentiler
acisindan olumlu sonuclar dogurabilecegi gibi sinerjik etki beklentisi de olabilir. Azol
tiirevi imidazolin ve imidazol gibi molekiiller bilim insanlar1 tarafindan ¢ok c¢esitlileri
sentezlenerek pek cok 6zelligi incelenmis molekiiller olmakla birlikte benzerlerinin

viicutta ¢esitli aktiviteleri oldugu bilinmektedir.

CO-salinim miktarinin analiz edilmesi i¢in en bilinen ve en sik kullanilan yontem
myoglobin-assay olarak bilinir. Yontem, deoksimiyoglobinin karboksimiyoglobine
doniismesi prosesinin UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi ile takip edilmesine
dayanir. Deoksimiyoglobin spektrumda 557 nm de tek bir maksimum verirken;
karboksimiyoglobin 540 nm ve 577 nm de iki tane maksimum verir. Bu degisim ise

CO salimimim gozlenebilir ve dlgiilebilir hale getirir.

Fotoaktiflenebilir CO-salic1 molekiillerin CO-salinimi miktarinin dlgiilebilmesi igin;
molekiillerin karanlikta ¢ozelti ortaminda kararliyken belirli dalga boyunda isikla
etkilestirildiginde diizenli bir sekilde salinim yapmast beklenir. Bu ¢alisma
kapsaminda incelenen molekiillerin karanlikta kararli olduklar: teyit edilmistir. Bu
amagla molekiillerin UV-Goriinlir Bolge spektrumlarini almak i¢in dimetilsiilfoksit

(DMSO) icinde hazirlanan ¢ozeltilerinin spektrumlari alinmig ve molekiillerin
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maksimumlar1 belirlenmistir. Molekiillerin DMSO i¢indeki bu ¢ozeltileri karanlikta
tutularak 10 dakikalik araliklarla spektrumlari alinmistir. 1 molekiiliiniin maksimum
verdigi dalga boyundaki absorbansinin zamanla degisimi Sekil 4.1(A)’da
incelenebilir. Siire¢ boyunca Ol¢iilen absorbansin sabit kalmasi Ol¢iilen siire iginde
molekiilin kararli ve bozulmadan kaldiginin gostergesidir. Diger taraftan ayni
molekiiliin DMSO i¢indeki ¢6zeltisinin ilk hazirlandig1 zamandaki UV-Goriiniir Bolge
Spektrumunda 366 nm 1s18a tutuldaugunda meydana gelen degisim Sekil 4.1(B)’de
incelenebilir. Baslangigta (siyah renkli spektrum — 0 dk) belirgin sekilde gozlenen
maksimum absorbansin 1’er dakikalik 1s18a tutulduktan sonra meydana gelen
degisimler dikkat ¢ekicidir. 7 dk’lik fotoindiikleme sonrasinda absorbansta gozlenen
diislis bozulmanin bir gostergesidir. Benzer sekilde 366 nm’lik 1sikla etkilestirme
sonrasinda zamanla maksimum dalga boyunda absorbansta meydana gelen degisim
Sekil 4.1(C)’de de takip edilebilir. Karanlikta kararlilikla ilgili denemeler her 3
molekiil icinde yapilmis olmasina ragmen sadece 1 molekiiliiniin grafike edilmis
sonuglar1 Sekil 4.1’de verilmistir. Ayrica molekiillerin sadece DMSO ya da diger
coziicliler icinde degil deneysel prosediirler boyunca kullanilacak c¢oziici
sistemlerinde de kararli oldugundan emin olmak gerekir. Daha sonra
detaylandirilacag: lizere myoglobin-assay tampon ¢ozelti i¢inde calisilmaktadir. Sekil
4.1(D)’de myoglobin-assay i¢in hazirlanan 6rnek ¢aligma sisteminde 30°dk araliklarla
alinan absorbans dl¢limlerini gostermektedir. Myoglobin-assay prosediiriinde dnemli
kabul edilen 510 nm, 540 nm, 557 nm ve 577 nm de alinan 6lgtimlerin kii¢iik salinimlar
haricinde sabit kaldigi dikkate degerdir. Bu durum myoglobin-assay prosediirii

sirasinda da karanlikta tutulmasi kosuluyla molekiiliin kararli oldugunu gosterir.
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Sekil 4.1 1 molekiiliiniin karanlikta kararlilik analizi A) DMSO i¢inde ¢oziinmiis 1
molekiiliiniin maksimum noktasinin zamanla degisimi B) DMSO iginde
¢oziinmiis 1 molekiiliiniin 366 nm lik 1s1kla etkilestirildiginde zamanla
degisen UV-Goriiniir Bélge spektrumu C) DMSO iginde ¢oziinmiis 1
molekiiliinin ~ maksimum absorbansinin 366 nm lik 1sikla
etkilestirildiginde zamanla degisimi D) 1 molekiiliiniin myoglobin-assay
yonteminde kullanilan ¢6ziicii sisteminde absorbansin zamanla degisimi

Myoglobin-assay prosediiriinde oncelikle oktahedral koordinasyon yapisindaki
aksiyel bolgesinde NazS,04 ile bosluk olusturulmus myoglobin ¢ozeltisi istenen pH
degerine tamponlanarak i¢cine CO-salinim 6l¢limii yapilacak ¢ozeltinin 6rnegi ilave
edilir. Bu ¢alisma kapsaminda molekiil derisimi 15 uM iken myoglobin ¢dzeltisinin
60 uM hazirlanmasi uygun goriilmistiir. Ciinkii molekiildeki her bir CO molekiiliiniin

salindig1 diisiiniildiiglinde myoglobinin asiris1 salinan biitin CO’in baglanabilmesi
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acisindan onemlidir. Yonetim deneysel sisteminin sematik gosterimi Sekil 4.2°den

incelenebilir.

Parafilm™ cover
Cell culture insert
1— DeoxyMb
0.4pm Anapore™ membrane £

‘ﬂ' Y T [Fe(CO)s] or [Mnz(CO)y0l

Light source

Inverted tube

Sekil 4.2 Myoglobin-Assay Deney Sisteminin Sematik GOsterimi

Yukarida belirtildigi {izere miyoglobin-assay prosediiriinde 557 nm de maksimum
veren deoksimiyoglobin derisimi zamanla azalirken 540 nm ve 577 nm de maksimum
veren karboksimiyoglobin derisimi belirli dalga boyunda 151k etkilesimi ile salinan CO
nedeniyle artar. Bu degisim spektrumu ¢ok belirgindir ve pH=7.6 degeri i¢in 1, 2 ve
3 molekiilleri i¢in elde edilen spektrumlarin 6rnekleri Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil
4.5te verilmektedir.

Bilindigi gibi Lambert-Beer Yasasi absorbans ile derisim arasindaki baglantiy1
vermektedir. Bu yasa kullanilarak zamana bagli olarak karboksimiyoglobin
derisiminin  baglantisint  kurmak miimkiindiir. Zamanla karboksimiyoglobin
derisiminin dogrusal oldugu deneysel sonuglarla tespit edilmistir (Sekil 4.6). Bu yolla
molekiillerin toplam salinan CO derisimini, % CO salinimin1 ve her bir molekiiliin CO

salinim1 bakimindan yarilanma dmriinii tespit etmek miimkiindiir.
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Bilimsel kaynaklarda sentezlenen molekiillerin CO-salinim 6zelliklerinin incelenmesi
sirasinda genellikle fizyolojik pH degerine tamponlanmis ¢ozeltiler kullanilmaktadir.
Oysa viicuttaki pek ¢ok organ ve dokunun farkli pH degerlerine sahip oldugu
bilinmektedir. Ornegin ince ve kalin bagirsakta pH 4-7 arasinda iken oniki parmak
bagirsaginda pH 7-8.5 arasinda degismektedir. Oysa midenin alt ve iist kisminda bile
pH oldukga farklidir ve iist midede 6 ya kadar pH miimkiin iken alt midede bu deger
1.5 bile olabilmektedir. Bu durum sadece fizyoljik pH degerinde in vitro dl¢limlerin
molekiillerin CO salinimi degerlendirmesinde yeterli olmadigin1 gostermektedir. Bu
durumda aslinda molekiiliin biyoaktivitesi tespit edildiginde CO salinimin1 yapmasi
istenen/beklenen bolgenin pH degerine gore tespit yapilmasi dogrudur. Fakat literatiir

taramasi bu tiir bir ¢alismanin yapilmadigini gostermektedir. Bu nedenle bu ¢alisma

asitlige bagl olarak CO saliniminda meydana gelen de8isimi 6l¢gmeyi hedeflemistir.

Her bir molekiil i¢cin pH=6.0, pH=7.6 ve pH=9.0 degerlerinde myoglobin assay
yontemi kullanilarak CO-salinim 6l¢limii tespiti yapilmigtir. Molekdillerin CO-salinim
degerleri 6lgtimii Giglii deneyler seklinde ¢alisilmistir. Her bir deneyin Sekil 4.6'da birer
ornegi verilen grafikleri c¢izilerek yarilanma Omiirleri, olusturdugu toplam

karboksimiyoglobin derisimi ve CO ekivalensi hesaplanmaistir.
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Sekil 4.6. Farkli asitliklerde oOlglilen CO-salinim degerlerinin zamana bagl
degisiminin dogru denklemi uyumlari
[Mn(CO)s(bpy)L]PFe tipi (L=benzilbenzimidazol [1], 4-klorobenzilbenzimidazol [2],
4-metoksibenzilbenzimidazol [3]) molekiilleri igin CO-salinimi degerleri Cizelge
4,1°de verilmektedir. Tablodan anlasilacagi iizere de asitlik durumunun CO-salinim
degerinde degisiklige sebep oldugu aciktir. Oyle ki asitlik degisimi sadece CO salinim

miktarinin gostergesi olarak degerlendirilebilecek karboksimiyoglobin derigimini
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degil hem CO saliniminin hizin1 hem de salinim yapan molekiiliin CO ekivalensini de
degistirmektedir. Bu demek oluyor ki asitlik degeri sadece salinan CO miktarinda degil
salinimin kinetigi kabul edilebilecek hizda da degisiklige sebep olmaktadir. Diger
taraftan CO ekivalensindeki degisim bozulma mekanizmasina da bir etkinin oldugunu
gostermektedir. Bu durum bu ¢alismanin ana fikri olan CO saliniminin degisiminin pH
degerine bagli olarak degerlendirilmesi gerektigi diislincesini dogrulamaktadir.

Cizelge 4.1 Molekiillerin Ph=6.0, Ph=7.6 Ve Ph=9.0 Degerlerinde CO-Salinim
Parametreleri

Molekiil pH [MbCO] tu eq.CO
6.0 17.94 24.22 1.20
1 7.6 12.11 28.38 0.81
9.0 16.94 23.58 1.13
6.0 9.97 31.44 0.66
2 7.6 11.35 33.94 0.76
9.0 12.73 34.52 0.85
6.0 23.00 17.91 1.53
3 7.6 21.50 18.44 1.43
9.0 17.02 23.19 1.13

Aslinda molekiillerin siibstitiie tiirlerine ve asitlik degisimine bagl olarak diizenli bir
degisimi gozlenebilmesi bu calismanin baslangicinda {imit edilmisti. Fakat yapilan
deneysel ¢alismalarin sonuglart CO-saliniminin 6l¢iimii i¢in gosterge kabul edilen
karboksimiyoglobin derisimi, yarilanma omrii ve salinan CO ekivalensi degerlerinin
higbirinde diizenli denilebilecek bir degisime yol agmadi. Ornegin 2 molekiiliinde pH
arttikca karboksimiyoglobin derigiminin arttig1 ve yarilanma 6mriiniin arttig1 goriiliir.
Oysa 3 molekiiliinde 2’nin aksine pH arttik¢a karboksimiyoglobin derisimi azalmakta
ama 2 ye benzer sekilde yarilanma omrii uzamaktadir. Diger taraftan 1 molekiiliinde
pH degisimine bagh bir diizen s6z konusu goériinmemektedir. Bu tiir genel gecer
yorumlarda bulunmak i¢in ¢alisilan molekiil sayisinin az oldugu ve bu tiir calismalarin

cogaltilmasi gerektigi yorumlanabilir.
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Diger yandan calisilan her {i¢ molekiilde de belirlenen asitlik degerinden bagimsiz
olarak siibstitiie gruplarin degisimi ile CO salmimi gostergelerinde diizenli bir
degisimin oldugu goriiliir. En asitlik ortami olusturan pH=6.0 degeri i¢in bakildiginda
en fazla karbonmonoksit olusturan molekiiliin 2 molekiilii oldugu ve bunlar1 1 ve 3
molekiiliiniin takip ettigi goriiliir. Buna karsilik benzer sekilde yarilanma 6mrii en uzun
olan molekiilin 2 oldugu ve benzer sekilde bu molekiilii 1 ve 3 takip etmektedir.
Benzer degisim pH=7.6 ve pH=9.0 degerleri icinde gerceklesmektedir. Bu durum
asitlikten bagimsiz olarak siibstitlie grubun CO-saliniminda meydana getirdigi
degisimin incelenmesini saglamistir. Bu sonuglara gore en etkili CO salinimi yapan
molekiil 2 iken bu molekiil en yavas bir sekilde CO-salinimini yapan molekiil olarak

degerlendirilir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda photoCORM oldugu bilinen [Mn(CO)s(bpy)(L)]" (bpy: 2,2-
bipiridin, L: benzilbenzimidazol, 4-metoksibenzilbenzimidazol, 4-
klorobenzilbenzimidazol) molekiillerinin pH=6.0, pH=7.6 ve pH=9.0 degerlerinde
CO-salinim ozellikleri Olgiilerek asitlik degisiminin CO-salinim aktivitesini nasil
degistirdigi analiz edilmistir.

CO-salinimi o6zelliklerinin incelenmesi i¢in en ¢ok kullanilan ve en bilinen yontem
olan Myoglobin-Assay kullanilmigtir. Yontem CO-salici molekiilden kopan CO
molekiiliiniin kimyasal yollarla myoglobindeki demir atomunda meydana getirilen
koordinasyon boslugunu doldurmasi sistemine baghdir. Kimyasal olarak
oksimiyoglobinden elde edilen deoksimiyoglobin UV-Gériiniir Bélge spektrumunda
557 nm de tek band verirken, karbon monoksitin baglanmasi ile elde edilen
karboksimiyoglobin 540 nm ve 577 nm de iki band vermektedir. Bu degisim CO-
salinim aktivitesini gézlenir ve 6l¢iilebilir kilar. Deneysel ¢aligmalar her bir pH degeri

i¢cin 3 set halinde ¢alisilmistir.

Yapilan deneysel ¢alismalar gostermektedir ki; pH degisimi molekiillerin CO-salinim
ozelliklerinde degisiklige sebep olmaktadir. Bu nedenle, bu tezin temel hipotezi olan
farkli dokularda CO-salimiminin farkli olmasi gerektigi ispatlanmistir. Ciinki

molekiiliin siibstitiie gruplari degistikce CO-salinim o6zellikleri degistigi gibi pH
degistikce de CO-salinim 6zellikleri degismektedir.

Fakat pH degisimi ile CO-salinimi1 6zelliklerinin nasil degistigi ile ilgili bir sonug elde
edilememistir. Dolayisiyla salinim degisikligi agik olmakla birlikte degisimin ne yonlii
oldugu ile ilgili bir hiikiim vermek miimkiin degildir. Bu durumda, asitlige bagil olarak
CO-salinim 6zelliklerinin degisimi ile ilgili ¢aligmalarin detaylandirilmasi gerektigi
aciktir. Daha fazla molekiil i¢cin CO-salinim aktivitesi Ol¢limii yapilmali ve

asitlik/bazlik bolgelerindeki pH degerleri artirilmalidir.

Ayrica, konu ile ilgili karar siireclerinde molekiillerin biitiinsel ve bdlgesel
aktivitesinin analiz edilebilmesi i¢in DFT/TDDFT hesaplamalarinin yapilmasinin

faydali olacag1 degerlendirilebilir.
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