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    ÖZET 

     

     Yüksek Lisans Tezi 

 

ÇEġĠTLĠ HĠDRAZON TÜREVLERĠ ĠLE NÜKLEĠK ASĠTLERĠN BAĞLANMA 

MEKANĠZMALARININ FLORĠMETRĠK YÖNTEMLE ĠNCELENMESĠ 

            

       ġule ÖZKAN 

 

Namık Kemal Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü 

Analitik Kimya Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Doç. Dr. Nuriye AKBAY 

 

Floresans spektroskopisi günümüzde genetik incelemeler, klinik kimya, biyokimya ve 

moleküler biyofizikte en fazla kullanılan spektroskopik yöntemlerden bir tanesidir. 

Biyomoleküllerin ve biyomoleküler komplekslerin gerek yapısal gerekse dinamik 

özelliklerindeki değiĢikliklere olan hızlı duyarlılığı nedeni ile bu tekniğin popüleritesi hızla 

artmaktadır. Floresan problar floresans spektroskopisinde önemli bir alanı iĢgal eder. Bu 

çalıĢmada hidrazon türevi bir floresan probun çift sarmal DNA (ct-DNA) ile etkileĢimleri 

floresans izleme ve UV-görünür bölge absoprsiyon spektroskopisi ile incelendi. ÇalıĢmada 

hidrazon türevinin (AN1) sentezi ve ct-DNA ile bağlanma türü incelendi. Stern-Volmer 

sönüm sabitleri, bağlanma sabitleri, bağlanma kısım sayıları ve ΔH, ΔS
 
ve  ΔG gibi ilgili 

termodinamik parametreler çeĢitli sıcaklıklarda hesaplandı. Sonuçlar AN1-ct-DNA 

kompleksinin oluĢtuğunu ve AN1 kompleksi için elektrostatik etkileĢimin baskın tür 

olduğunu gösterdi. Absorpsiyon, iyonik Ģiddet ve iyodür iyonu ile sönüm çalıĢmalarından 

elde edilen sonuçlar AN1‟in ct-DNA ile bağlanma türünün oluğa tutunma olduğunu gösterdi.  

Anahtar kelimeler: Stern-Volmer eĢitliği, hidrazon boyaları, floresans sönümü, oluğa 

tutunma 

 

Yıl , 35 sayfa 
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     ABSTRACT 

 

          MSc. Thesis 

 

INVESTIGATION OF BINDING MECHANISMS OF VARIOUS HYDRAZONE 

DERIVATIVES WITH NUCLEIC ACISD BY FLUORIMETRIC METHODS 

 

ġule ÖZKAN 

 

Namık Kemal University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Analytical Chemistry 

 

Supervizor: Assoc. Prof. Nuriye AKBAY 

 

Fluorescence spectroscopy is one of the most widely used spectroscopic techniques in the 

fields of gene expression, clinical chemistry, biochemistry and molecular biophysics today. 

The technique has become quite popular because of its acute sensitivity to changes in the 

structural and dynamic properties of biomolecules and biomolecular complexes. Fluorescent 

probes constitute an important field in fluorescence spectroscopy. In this thesis, interaction of 

the hidrazone derivative used as fluorescent probe with double stranded DNA (ct-DNA) was 

investigated using fluorescence sensing and UV-visible absorption spectra.  In this study, we 

reported the syntheses and  investigation of the modes of binding to ct-DNA of hydrazone 

derivative (coded as AN1). The Stern-Volmer quenching constant, binding constant, binding 

sites and the corresponding thermodynamic parameters ΔH, ΔS
 
and ΔG were calculated at 

different temperatures. The results indicated the formation of AN1-ct-DNA complex and 

electrostatic interactions are the predominant intermolecular forces for AN1 complex. The 

results of absorption, ionic strength and iodide ion quenching suggested that the interaction 

mode of AN1with ct-DNA was groove binding.  

Key words: Stern-Volmer equation, hydrazone dyes, fluorescence quenching, Groove binding 

     

Yıl , 35 pages 
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1. GĠRĠġ 

 

Nükleik asitlerin nicel analizleri moleküler biyoloji, biyoteknoloji ve tıbbi teĢhis baĢta 

olmak üzere birçok alanda büyük önem taĢımaktadır. Nükleik asitlerin geometrileri yani 

sarmal yapısı ve boĢlukları, içerdiği baz çiftleri; bazı organik ve inorganik iyonik türlere 

seçimli bağlanmalarını veya bu türleri yapının içine almalarını sağlar. Özellikle nükleik 

asitlerin metal iyonları, kompleksler, küçük organik moleküller ve proteinler gibi çeĢitli 

kimyasal türler ile tersinir etkileĢimleri; nükleik asitlerin yapısal değiĢimlerinin incelenmesi, 

kemoterapik ilaçların geliĢtirilmesi ve nükleik asitlerin bağlanma özelliklerinin 

incelenmesinde kullanılır. Son yıllarda nükleik asitlerin tayini için birçok yöntem önerilmiĢ 

olmasına rağmen hala hızlı, hassas, basit ve uygulanabilirliği kolay analitik yöntemlere ihtiyaç 

duyulmaktadır. Kararlı kimyasal yapıya sahip DNA kullanılarak, nükleik asitlerin tayini için 

uygun analitik yöntemlerin geliĢtirilmesine çalıĢılmaktadır. Son 20 yıl içerisinde DNA 

çalıĢmalarında florimetrik yöntemler oldukça ilgi çekmektedir. 

 

Floresan problar (boyar madde, prob diğer kullanılan isimlendirmeler) floresans 

özellik göstermeyen veya az gösteren biyomoleküle bağlandığında, ona floresans özellik 

kazandırır veya spektral özelliğini değiĢtirir ve biyomolekülün yapı ve fonksiyonlarının 

incelenmesine, izlenmesine olanak sağlar. Bu uçlar, protein, nükleik asit, hormon, büyüme 

faktörü vb. gibi birçok biyomoleküllerle etkileĢerek bu türlerin yapı ve fonksiyonlarının 

incelenmesine olanak sağlarlar. 

 

DNA oldukça düĢük Ģiddetli floresans emisyonuna sahiptir ve spektral özelliklerinin 

doğrudan incelenmesi çok zordur. Bu nedenle DNA tayini için; DNA ile etkileĢen ve 

floresans emisyonda değiĢikliğin izlenmesine neden olan floresant problar örneğin floresan 

boyar maddeler, metal iyonları ve metal kompleksleri kullanılmaktadır. Hidrazon bileĢikleri, 

antifungaldan antikansere birçok ilacın temel iskelet yapısında yer almaları nedeni ile floresan 

prob olarak kullanılma ihtimalleri ilgi çekicidir. Literatürde tetrahidrokarbazol yapısına sahip 

hidrazon türevlerinin muhtemel biyolojik aktiviteye sahip olabilecekleri düĢünülmüĢ ve bu 

türevler sentezlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar antimikrobiyal aktivitelerinin oldukça yüksek 

olduğunu göstermektedir. Bu türevler incelendiğinde tetrahidrokarbazol yapısının azot atomu 

üzerinden türevlendirme yapıldığı görülmektedir. Biyolojik aktif doğal ürünler incelendiğinde 

ise bu yapıların sahip olduğu azot atomunun serbest olduğu görülmektedir. 
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Bu çalıĢmada tetrahidrokarbazol yapısının azot atomunu doğal ürünlerin yapısında 

olduğu gibi serbest bırakarak aktiviteleri daha yüksek yeni hidrazon türevinin eldesi ve bu 

potansiyel ilaç hammaddesinin nükleik asitler ile etkileĢimlerini floresans ve UV-Gör 

spektroskopilerinden faydalanarak aydınlatılması hedeflenmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

 ÇeĢitli Ģekillerde enerji absorplayarak elektronik olarak uyarılmıĢ bir molekülün, temel 

enerji düzeyine dönerken fazla enerjisinin tümünü veya bir kısmını ıĢıma enerjisi halinde geri 

vermesi olayına lüminesans denir. Lüminesans uyarılma esnasında kullanılan enerjinin 

kaynağına göre sınıflandırılır (Valuer 2002). 

 

Fotolüminesans, foton absorpsiyonu ile uyarılma sağlanması sonucu gözlenen 

floresans ve fosforesans olaylarının tamamı için kullanılan genel bir terimdir. UyarılmıĢ bir 

singlet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme geçiĢ sırasında yayılan ıĢığa floresans 

denir. UyarılmıĢ bir triplet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme geçiĢ sırasında yayılan 

ıĢığa ise fosforesans denir. Analit yapısının nicel ve nitel analizinde absorpsiyon 

yöntemlerine göre daha duyarlı ve bilgi verici olması nedeniyle özellikle floresans yöntemler 

yaygın kullanıma sahiptir. 

 

ġekil 2.1‟ de verilen Jablonski diyagramında görüldüğü gibi, ıĢık absorpsiyonu sonucu 

oluĢan uyarılmıĢ bir molekül fazla enerjisini tamamen veya kısmen ıĢımasız yoldan atabilir. 

Bir molekülün elektronik enerji düzeyleri, titreĢim enerji düzeylerinin üst üste çakıĢmasına 

olanak sağlayacak kadar yakın ise, iki uyarılmıĢ singlet enerji düzeyi için gösterilen ve fazla 

enerjinin ısı Ģeklinde atıldığı iç dönüşüm olayı gerçekleĢir.  

 

UyarılmıĢ singlet türü bir molekülden yine ıĢımasız yoldan daha düĢük enerjili triplet 

türü uyarılmıĢ bir molekül oluĢabilir. Olasılığı oldukça az olan ve bu nedenle yavaĢ bir 

 

Lüminesans türü 

 

Uyarılma Ģekli 

 

Fotolüminesans (floresans ve fosforesans) IĢığın absorpsiyonu 

Radiolüminesans IĢımalı iyonlaĢma (x-ray,  α , β ,  ɣ ) 

Elektrolüminesans Elektriksel alan 

Kemilüminesans Kimyasal iĢlem 

Biyolüminesans Biyokimyasal iĢlem 
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biçimde gerçekleĢen bu olayda üst orbitaldeki elektronun spini ters çevrilir. Bu olaya 

sistemler arası geçiş denir. 

 

 

 

ġekil 2.1. Fotolüminesans bir sistem için kısmi enerji-düzey diyagramı 

  

Floresans olayında yayılan ıĢığın frekansı birbirine eĢit ise buna rezonans floresans 

denir. Rezonans floresans olayı atomlarda ve katı haldeki moleküllerde gözlenir. Çözeltide 

oluĢan uyarılmıĢ moleküller ise, fazla enerjilerinin bir kısmından ıĢımasız yoldan 

kurtuldukları için bunlarda gözlenen floresansın dalga boyu, molekülü uyaran fotonların dalga 

boylarından daha uzundur. Fosforesans olayında gözlenen dalgaboyları ise, floresans olayında 

gözlenen dalgaboylarından daha uzundur.  

 

Bazı moleküler yapılarda floresans veya fosforesans bantları uzun dalga boylarında 

veya düĢük enerjide meydana gelir.  Çözelti ortamından izlenen bu olay stokes kayması 

olarak ifade edilir. 

 

IĢık absorpsiyonu için 10
-15

 s gibi çok kısa bir süre gerekir ve uyarılmıĢ singlet halde 

bulunan bir molekülün ömrü 10
-6

-10
-10

 s, uyarılmıĢ triplet halde bulunan bir molekülün ömrü 
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ise 10
-2

-10
-6

 s‟dir. Ġç dönüĢüm ve sistemler arası geçiĢ olaylarının süreleri ise, sırasıyla, 

yaklaĢık 10
-12

 s ve 10
-8

 s‟dir. Floresans olayı sistemi uyaran ıĢıma ortadan kalkınca 10
-6

-10
-10

 

s kadar daha sürerken, böyle bir durumda fosforesans 10
-2

-10
-6

 s kadar daha devam eder. 

 

Fotolüminesans kuantum verimi, basit olarak yayılan foton sayısının absorplanan 

foton sayısına oranı olarak tanımlanır. Floresein gibi bazı moleküllerin floresans kuantum 

verimleri bire yaklaĢır. 

  

 Maddenin floresans özelliği üzerine kurulmuĢ olan tayin metoduna floresans 

spektroskopisi denir. Floresans spektroskopisi, bazı yönleri ile absorpsiyon spektroskopisine 

benzemekle beraber duyarlılık yönünden ondan çok üstündür. Bu metotla birçok madde, 

milyonda birin altında bir hassaslıkla tayin edilebilir. Florimetrik metotların seçiciliği de 

yüksektir. Floresans spektroskopisi organik kimya, biyokimya, biyofizik, çevre ile ilgili 

çalıĢmalar, klinik kimya, DNA zinciri ile ilgili çalıĢmalar ve genetik analizler gibi pek çok 

alanda kullanılmaktadır (Lakowicz 1999). 

 

2.1. Floresans Emisyonuna Etki Eden Faktörler 

 

2.1.1. Yapısal faktörler 

 

 Basit alifatik yapılı bileĢikler soğurdukları enerjiyi ıĢın yaymaksızın harcarlar ve 

floresans göstermezler. Ketonlar, aldehitler, karboksilli asitler, amitler, esterler gibi π bağlı 

hetero atom içeren bileĢikler az floresans gösterirler. Polienler ve aromatik bileĢikler ve 

türevleri ise floresans gösteren bileĢiklerdir. Özellikle bunların düzlemsel ve katı yapıda 

olanlarının floresans etkinliği yüksektir. Benzenin kendisi zayıf floresans gösterir. Benzen 

halkasının sübstitüsyonu floresansı olumlu ya da olumsuz etkiler. π → π* geçiĢlerinin olduğu 

bileĢikler floresans özellik gösterirken, n → π* geçiĢlerinin baskın olduğu moleküllerde ise 

fosforesans özellik görülmektedir. 

 

 -OH, -OR, -NH2, NHR, -NR2 gibi Elektron verici sübstitüentlerin floresans emisyon 

Ģiddeti üzerine etkisi olmaz veya Ģiddeti arttırırlar.-COOH, -NO, -RCO, RHO,-N=N,-Br ,-Cl 

gibi elektron çekici gruplar ise floresans emisyon Ģiddetinde azalmaya neden olur. 
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2.1.2. Moleküler katılık 

 

  Moleküler katılık (rijidite), hareket serbestliğini azalttığından sistemler arası geçiĢler 

ve moleküller arası çarpıĢmalar gibi ıĢımasız geçiĢ olasılıkları azaltır. 

 

 Örneğin; Fluoresein çözelti içinde kuvvetli floresans göstermesine karĢılık moleküler 

katılık göstermeyen fenolftaleinin böyle bir özelliği yoktur. Metal iyonları ile ketal 

oluĢturmada titreĢimleri azaltan moleküler katılık saptandığından floresansı arttırır. Örneğin; 

alüminyum ile ketal oluĢturmadan önce naftalen grupları azo grubu etrafında serbestçe 

dönebilmektedir. Ketal oluĢumundan sonra molekül düzlemsel ve katı bir duruma geçer. 

 

2.1.3. Sıcaklık ve viskozite etkisi 

 

  Sıcaklığın artması ve çözücünün viskozitesinin azalması, uyarılmıĢ molekül ile diğer 

moleküllerin çarpıĢması ve ayrıca sistemler arası geçiĢ olasılıklarını arttırmaktadır. DüĢük 

sıcaklıkta ve yüksek viskoziteli ortamda ise dinlenme zamanı uyarılmıĢ durumun ömründen 

daha uzun olmakta ve floresans artmaktadır. 

 

2.1.4. Çözücü ve pH etkisi 

 

  Kullanılan çözücüler floresans Ģiddetinin veya floresansın görüldüğü dalga boyunun 

değiĢmesine neden olabilir. Çözücünün genellikle uyarılmıĢ durumdaki moleküller ile H bağı 

oluĢturması temel hale ıĢımasız dönüĢ iĢleminin hızını arttırdığından floresansın Ģiddetinde 

azalma olur. -OH, -COOH, -NH2 bağı oluĢturabilecek gruplar içeren maddelerin analizinde 

çözücü seçimine dikkat edilmelidir. Bir veya daha çok sayıda ağır atom içeren çözücüler, 

sistemler arası geçiĢ olasılığını arttırdıklarından floresansı azaltırlar. 

 

 Asidik ve bazik grup içeren bir bileĢiğin floresansı ortamın pH‟ına bağlıdır. Örneğin; 

nötr ortamda fenol floresans gösterirken, bazik ortamda floresans etki göstermeyen anyonuna 

dönüĢür. Anilin, nötr ve bazik ortamda iken görünür alanda floresans gösterir. Çözelti 

asitlendirildiğinde bu floresans kaybolur. Bu Ģekilde ortamın pH‟ına bağlı olarak floresans 

gösterebilen asit-baz titrasyonlarında indikatör olarak yararlanılabilir. 
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2.1.5. ÇözünmüĢ oksijen, paramanyetikler ve ağır atomlar 

 

 Floresans gösteren bir çözeltinin floresans Ģiddeti, çözünmüĢ halde bulunan oksijenin 

etkisi ile azalır. Bu etki organik maddenin fotokimyasal yolla oksitlenmesi sonucu olabileceği 

gibi; oksijenin paramanyetik yapısı da bu duruma neden olabilir. Oksijenin paramanyetik 

özelliği nedeni ile uyarılmıĢ durumdaki moleküllerin sistemler arası geçiĢleri ve triplet 

duruma geçiĢleri artar. Bu geçiĢlerin sonucu olarak floresans emisyonu azalır. Oksijen dıĢında 

Fe
+3

, CO
+2

, Cu
+2

, gibi paramanyetik ve dıĢ d orbitalleri dolmamıĢ geçiĢ elementlerinin de 

floresans sönümüne neden olduğu bilinmektedir. 

 

2.2. Floresans Sönüm 

  

Bir molekülün floresans Ģiddetinde sönüm uyarılmıĢ enerji düzeyi reaksiyonları, 

moleküler oryantasyon değiĢiklikleri, enerji transferleri, temel hal kompleks oluĢumu ve 

çarpıĢmalı sönüm gibi çok çeĢitli moleküler etkileĢimler sonucu gerçekleĢebilir. Floresans 

sönüm, mekanizmasına göre genellikle statik veya dinamik olarak sınıflandırılır. EtkileĢimin 

hangi sınıfa ait olduğu farklı sıcaklıklarda yapılan floresans ölçümlerine göre belirlenir. 

Dinamik sönüm moleküler difüzyona bağlıdır. Genellikle yüksek sıcaklıklarda daha büyük 

difüzyon katsayıları elde edilir. Bu nedenle sıcaklık artıĢı ile beraber biyomoleküler sönüm 

sabitinde de artıĢ beklenir. Buna karĢılık statik sönümlerde sıcaklık artıĢı ile beraber 

komplekslerin kararlılıkları azalacağı için yüksek sıcaklıklarda düĢük sönüm sabitleri elde 

edilir. Floresans sönüm verileri Stern-Volmer eĢitliği ile incelenir (Lakowicz, 2006),  

 

F0 / FKSV [Q] = 1 + kq [Q] 

 

F0 ve F, floresan maddenin sırası ile söndürücü yokluğunda ve varlığındaki floresans 

Ģiddetlerini gösterir. [Q] söndürücü madde derĢimidir. Ksv Stern-Volmer sönüm sabiti, kq 

biyomolekül sönüm hız sabiti,  ise ortamda söndürücü molekül yokken floresan molekülün 

ortalama ömrüdür. 
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2.3. Floresan Maddeler 

  

 Floresan madde veya floresan uçlar, floresans spektroskopisi için önemli bir alan 

oluĢtururlar. Biyoanalitik uygulamalarda, immüno florimetrik tekniklerde ve biyomolekül 

iĢaretleme çalıĢmalarında oldukça sık kullanılan maddelerdir. 

 

 Floresan uçlar floresans özellik göstermeyen veya floresans özelliği düĢük olan 

biyomoleküllere bağlandıklarında, onlara floresans özellik kazandırırarak veya spektral 

özelliklerini değiĢtirerek biyomolekülün yapı ve fonksiyonlarının florimetrik yöntemlerle 

incelenmesine olanak sağlar. Bu iĢleme işaretleme (labeling) denir. Bu uçlar, protein, 

nükleik asit, hormon, büyüme faktörü vb. gibi birçok biyomolekülle kovalent olarak 

bağlanarak bu türlerin yapı ve fonksiyonlarının incelenmesine olanak sağlarlar. Elde edilen 

veriler patoloji, parasitoloji, klinik teĢhis sonuçlarında kullanılabilmektedir. Floresan uçlar 

genel olarak iki gruba ayrılırlar: 

 

 İntrinsik (iç veya doğal) floroforlar: Bunlar doğal floresan maddelerdir. Aromatik 

aminoasitler, flavinler, klorofil türevleri gibi bileĢikler. Floresans özellikleri 

yapılarında bulunan triptofan (trp), tirozin (try), fenilalanin (phe) gibi aromatik 

aminoasitlerden kaynaklanır.  

 Ekstrinsik (dış) uçlar: Floresans özellik göstermeyen ya da floresans özelliği 

denemeler için yeterli olmayan moleküllere bağlanıp, bağlandığı molekülün 

incelenmesine imkan sağlayan floroforlardır. Dansil klorür, floresein, kumarin, 

rodamin ve çeĢitli bileĢikler bu gruba girerler. 

     

2.4. Nükleik Asitler ve Özellikleri 

  

Canlı organizmaların yaklaĢık % 99‟unu lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve su 

oluĢturur. Geriye kalan % 1‟lik kısmını oluĢturan bileĢiklerden nükleik asitler, genetik bilgi 

aktarımını sağlayan taĢıyıcılardır. Nükleik asitler, nükleotid denilen birimlerden oluĢan 

polimerlerdir. Nükleotid birimlerinin her biri ise üç bölümden oluĢur: 

1. Bir azotlu heterosiklik purin (adenin, A; guanin, G) veya pirimidin baz (timin, T; 

sitozin, C; urasil, U), 

2. BeĢ karbonlu pentoz Ģeker,  

3. Bir fosfat grubu.  
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    ġekil 2.2. Nükleik asiti oluĢturan kısımlar 

 

 Azotlu bazlar: Pürin ve pirimidin bazları olmak üzere 2 çeĢittir. Pürinler ( Adenin (A), 

Guanin (G) ) biri 6, diğeri 5 atomdan oluĢan iki halkasal yapının kaynaĢmasından oluĢurken, 

pirimidinler ( Urasil (U), Timin (T), Sitozin (C) ) 6 üyeli tek bir halkadan meydana gelir. 

DNA yapısında A, G, C, T bazları yer alırken, RNA‟da A, G, C, U bazları bulunur. 

 

 Pentoz şekeri: Nükleotidlerdeki pentozlar, D-riboz ve 2-deoksiribozdur. Bir pürin 

veya pirimidin bazının riboz veya deoksiriboz Ģekerinin 1. karbonuna bağlanması ile 

nükleozitler meydana gelmektedir. Bazların riboz Ģekerine bağlanması ile ribonükleozitler, 

deoksiriboz Ģekerine bağlanması ile de deoksiribonükleozitler ortaya çıkmaktadır. 

 

 Fosfat: Bu grup Ģekerin 5
‟
 karbonuna ester bağı ile bağlı bulunmaktadır. Eğer birden 

fazla fosfat grubu söz konusu ise bunlar birbirine yüksek enerjili asit anhidrit bağı ile 

bağlanırlar.  

 

Nükleik asitler, DNA (deoksiribonükleik asit) ve RNA (ribonükleik asit) olmak üzere 

iki gruba ayrılır. DNA hücre çekirdeği içinde, protein içerikli kromozomlardan oluĢur. 
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Kromozomların spesifik yerleĢmesi ile kalıtım özelliklerini kuĢaktan kuĢağa taĢıyan genler 

oluĢur. DNA ve RNA her ikisi de fosfat grubu içerir, ancak içerdikleri azotlu bazlarda ve 

Ģeker yapısında farklılık vardır. DNA, 2-deoksiriboz ve A, G, C, T; RNA ise riboz ve A, G, C, 

U bazlarını içerir. Nükleik asitler tek bir zincirden oluĢabildikleri gibi birbirine sarılmıĢ iki 

zincirden de oluĢabilirler (Lakowicz 2006, Goransson 2005).  

 

Organizmanın genetik bilgisini içeren ve kalıtımda rol oynayan organik bir molekül 

olan DNA‟nın yapısını Watson ve Crick adlı araĢtırmacılar 1953 yılında hazırladıkları 

modeller üzerine açıklamaya çalıĢmıĢlardır. Buna göre DNA molekülü, sarmal Ģeklinde 

kıvrılmıĢ, iki kollu bir ip merdivenine benzemektedir (ġekil 2.3). Çift zincirli sarmal 

molekülün iki zinciri, pürin ve pirimidin bazları arasında yer alan hidrojen bağları tarafından 

bir arada tutulmaktadır (Sinden 1994). 

 

                     

  

 ġekil 2.3. Watson – Crick modeli DNA çift sarmal yapısı 

 

 1940‟ların sonunda Chargeff ve arkadaĢlarının bulduğu dört bazın DNA‟da farklı 

sıralamalarda bulunması, organizma farklılıklarıyla yakından iliĢkilidir. Bu bilgiler çok sayıda 

farklı türlerin DNA‟ larından elde edilmiĢ ve aĢağıdaki sonuçlara ulaĢılmıĢtır. 

 

1. DNA‟daki baz sıralaması bir türden diğerine değiĢiklik gösterir. 

2. Farklı dokulardan izole edilmiĢ aynı türlerin DNA örnekleri aynı baz sıralamasına 

sahiptir. 

3. Belirli bir türün baz bileĢimi; organizmanın yaĢı, beslenme durumu ya da çevresel 

Ģartlara göre değiĢmez. 



11 

 

4. Bütün DNA hücrelerinde tür ne olursa olsun  

 Adenin miktarı timin miktarına (A=T) 

 Guanin miktarı sitozin miktarına (G=C) 

 Purin bazları toplamı pirimidin bazları toplamına (G+A=C+T) eĢittir 

(Lehninger 2005). 

 

 Ġki sarmal yapısını koruyabilmek için, iki Ģerit arasında hidrojen bağı oluĢumu ancak 

Ģeritlerden birindeki A‟in diğer Ģeritteki T‟e, ya da G‟inin C‟e karĢılık geldiği durumlarda 

olasıdır. 

  

 DNA moleküllerinin kopyalanabilme yeteneği vardır. Yani kendilerinin tam 

kopyalarını yapabilirler. Bir DNA molekülünün kopyalanmasında kritik basamak, molekülün 

Ģeritlere açılmasıdır. Açılma olurken, hücre çekirdeğindeki serbest nükleotitler, iki tek Ģeridin 

açılmıĢ kısımların bağlanır (ġekil 2.4). Her biri, bir eski bir yeni Ģerit içeren yeni bir DNA 

ikili sarmalı oluĢturur. 

 

 

 

                                 ġekil 2.4. DNA‟nın kopyalanması 

 

2.5. DNA’nın Floresan Uçlarla Bağlanma Özellikleri 

 

 BaĢta DNA olmak üzere literatürde nükleik asit tayini için spektrofotometri, 

kemiluminesans (Ding 2008), ıĢık saçılması, elektrokimya ve kromatografi gibi birçok 

yöntem önerilmiĢtir. Bununla birlikte, florimetrik yöntemlerle yapılan çalıĢmalarda büyük bir 

artıĢ görülmektedir (Cao 1999, Zhou 2004, Hu 2007, Li 2007). Nükleik asitlerin doğal 

floresans Ģiddetinin çok düĢük olması nedeni ile floresans emisyonlarının doğrudan 

kullanılması sınırlıdır. Dolayısıyla, florimetrik nükleik asit çalıĢmalarında floresan uçların 

kullanılması gerekmektedir (Haugland 2002).  
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 DNA’nın bağlanma türleri: DNA‟ya bağlanma türleri üç grup altında incelenebilir Bu 

etkileĢimler bağlanan türün geometrisine, büyüklüğüne ve stereokimyasal özelliklerine 

bağlıdır (Vijayalakshmi ve ark. 2006). 

 

Elektrostatik etkileşimler: DNA çift sarmalının dıĢ yüzeyi boyunca gözlenir. DNA 

sarmalı hem yapısını hem de fonksiyonlarını etkileyen negatif yüklü fosfat grupları 

içermektedir. Floresan madde çift sarmala dıĢ bağlanma ile bağlandığında genellikle karĢı 

iyonları uzaklaĢtırır (Manning 1978, Strekowski ve Wilson 2007). Pozitif yüklü iyonlar, 

DNA‟nın negatif yüklü büyük bir kısmının nötralize olmasını sağlarlar. Organik katyonların 

DNA ile etkileĢimi sonucu fosfat yükü nötr hale gelir ve karĢıt iyonlar serbest kalır. Bunun 

sonucunda DNA yapısında değiĢim meydana gelebilir. DNA ile güçlü bir Ģekilde bağlanması 

beklenen küçük moleküllerin yapılarında katyonik bileĢenler içermeleri gerekir. Bu tür 

moleküller, ortamda tuz deriĢiminin azalması ile DNA‟ ya daha fazla bağlanma gösterirler 

(Strekowski ve Wilson 2007). Bu tür etkileĢimler genellikle seçici değildir. 

 

Oluklara bağlanma: Oluklara bağlanma, nükleik asitlerin büyük veya küçük 

oluklarının birinde yer alan baz çiftlerinin oluğa bakan yüzeydeki fonksiyonel grupları ile 

diğer moleküllerin doğrudan etkileĢimi Ģeklinde gerçekleĢir (Blackburn GM, Gait MJ 1996). 

Oluklara bağlanan moleküller, genellikle A ve T seçiciliği gösterenlerdir. Bunun nedeni A-T 

bölgelerinin G-C bölgelerinden daha dar olması, bu bölgede daha az sterik engel ve daha fazla 

elektrostatik potansiyelin olmasıdır (Ġçsel 2013). 

 

Oluğa bağlanma oldukça güçlü bir bağlanma çeĢididir ve bu bağlanma molekül, 

DNA‟nın oluklarının birine uygun büyüklük ve Ģekilde ise gerçekleĢir (Neidle 2001). 

Ġnterkelasyon ile bağlanan yapılardan farklı olarak, oluklara bağlananlar, DNA yapısında 

belirgin bir değiĢime neden olmaz. Küçük oluklara bağlanan moleküller, genellikle olukların 

Ģeklini alacak Ģekilde (yarım ay) etkileĢim gösterirler.  
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         ġekil.2.5. Oluklara bağlanma 

 

İnterkelasyon: Ġnterkelasyon, düzlemsel halka sistemine sahip olan bazı moleküllerin 

DNA baz çiftleri arasına yerleĢerek güçlü bir Ģekilde bağlanması olarak ifade edilmektedir 

(Psomas 2008). Bağlanan molekül ve baz çiftleri arasında van der Waals kuvvetleri etkindir. 

Ġnterkelasyon yapan moleküller DNA‟da güçlü yapısal bozukluklara neden olmaktadır. Bu 

bileĢikler, DNA‟nın çift sarmal yapısını bozmaktadır. Ġnterkelasyonun gerçekleĢtiği bölgede 

baz çiftleri arasındaki bükülme açısı azalır ve biyopolimerin uzunluğu artar. Bu etki 

interkelasyon yapan molekülün uzaklaĢtırılması ile ortadan kaldırılabilir (Lerman 1963). 
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ġekil 2.6. Ġnterkelasyon 

 

2.6. Hidrazonlar 

 

Hidrazonlar, aldehit ve keton sınıfından R1R2C = NNH2 yapısı içeren organik 

bileĢiklerdir (Uppal 2011). Bu bileĢikler; antimikrobiyal, anti-inflamatuar, analzejik, anti-

fungal, anti-tüberküloz, anti-viral, anti-kanser gibi çeĢitli biyolojik ve farmakolojik özellikler 

gösterirler (Rollas 2007). Literatürde azometin -NHN = CH- yapısını bulunduran birçok 

hidrazon bileĢikleri sentezlenmiĢ ve bu yapıların antimikrobiyal aktiflikleri tayin edilmiĢtir 

(Nakka 2011). Hidrazon yapısında triazol içeren Shiff bazı, bunlara örnek verilebilir. Bu 

bileĢiğin patojenik bakterilere karĢı antimikrobiyal aktifliği tayin edilmiĢtir (Nakka 2010).  

 

    

         

     ġekil 2.7.  Hidrazon yapısı 

 

Hidrazonlar farklı kimyasal çevreye sahip iki azot atomu ve terminal azot atomunun 

eĢlenmemiĢ elektron çifti ile konjuge olmuĢ C = N çift bağı içerirler (Narang 2012). Hidrazon 

yapısında bulunan her iki azot atomu da nukleofilik özellik gösterir fakat amino yapısında 
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bulunan azot atomu daha reaktiftir. Hidrazon grubunun karbon atomu hem elektrofilik hem de 

nükleofilik özelliğe sahiptir. 

 

Organik kimyacıların vurguladığı diğer bir biyolojik aktif grup ise tetrahidrokarbazol 

yapılarıdır. Tetrahidrokarbazol yapısı, birçok biyolojik aktif doğal ürünün yapısında 

bulunmaktadır. Bu bileĢiklerin anti-kanser etkileri incelendiğinde oldukça yüksek aktifliğe 

sahip oldukları görülmüĢtür. Son yıllarda DNA‟ya küçük moleküllerin bağlama çalıĢmalarına 

sıklıkla rastlanmaktadır. Gurova (2009)‟nın yaptığı çalıĢmada anti-kanser özelliğe sahip 

küçük moleküllerin anti-kanser ilaç geliĢtirme için ön Ģart olduğu, DNA‟nın bu moleküllere 

bağlanma Ģeklinde seçicilik gösterdiği ortaya konmuĢtur. DNA‟nın yapısını değiĢtirmeden 

DNA‟ya bağlanabilen küçük moleküllerin tasarımı onkolojik çalıĢmalar için gereklidir ve 

kanser tedavisinde güvenli ve etkili bir yaklaĢım sunabilir. 

 

Antioksidan özellik taĢıyan, 6-hydroksi kromon-3-karbaldehit-(20-hydroxi) benzol 

hidrazon‟un floresans ve viskozite ölçümleri alınmıĢ, DNA ile bağlanma çalıĢması florimetrik 

yöntemle incelenmiĢtir. Florimetrik titrasyon ile sönüm çalıĢması yapılmıĢ, F0/F–DeriĢim 

grafikleri çizilip Ksv değerleri bulunmuĢtur. Elde edilen veriler yorumlanarak molekülün 

DNA‟ya interkelasyon ile bağlı olduğu ve sistematik çalıĢmaya uygun olduğu gözlenmiĢtir 

(Li 2010). 

 

Diğer bir çalıĢmada, çeĢitli hidrazon türevleri sentezlenmiĢ ve DNA ile etkileĢimleri 

incelenmiĢtir. Aldehit ile modifiye edilmiĢ hidrazin türevlerinin ilgi çekici spektral özelliklere 

sahip olduğu görülmüĢtür. Hidrazonlar DNA ile hızlı reaksiyona girdiğinden ve DNA‟ya 

seçimli olarak bağlandığından yapılacak sönüm çalıĢmalarında hidrazonların avantajlı olduğu 

anlaĢılmıĢtır (Cristalli 2012). 

 

Li ve ark. (2006) diğer bir çalıĢmasında 2 farklı hidrazon kompleksi sentezlenmiĢtir. 

Bu iki türevin elektronik absorpsiyon titrasyon spektrumu, floresans spektrumu EtBr ile 

yarıĢmalı bağlanma çalıĢması ve viskozite ölçümleri alınarak, hidrazonlarla DNA‟nın 

muhtemel bağlanma Ģekilleri (oluğa bağlanma, interkelasyon ) araĢtırılmıĢtır.  
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3. DENEYSEL ÇALIġMALAR 

 

3.1. Kullanılan Alet ve Cihazlar 

 

Floresans ve UV-görünür bölge absorpsiyon çalıĢmaları 150W ozone-free xenon 

lambalı Edinburgh Instruments Spectroflorometer FS5 ile yürütüldü. Ölçümlerde 1cm‟lik 

quartz küvet kullanıldı. pH ölçümleri Ohaus Starter 3100 pH metre ile yapılmıĢtır. 

 

Hidrazon sentezinde kullanılan tüm kimyasallar Aldrich Chemical Co. „da temin 

edildi. Erime noktaları dijital erime noktası cihazı kullanılarak sızdırmaz tüplerde ölçülmüĢ ve 

düzeltilmemiĢtir. IR spektrumları Nicolet iS 10 spektrometresi ile kaydedilmiĢtir. APT-NMR 

ve 1H-NMR spektrumları, bir Bruker DPX-400 enstrüman ile elde edilmiĢtir. Tüm kimyasal 

kayma değerleri   (ppm) olarak kaydedildi. Rotamerik hidrojenlerin kimyasal kayma 

değerleri, (*) Ģeklinde gösterilerek sunulmuĢtur. BileĢiklerin saflığı, silika jel ile kaplanmıĢ 

alüminyum levhalar üzerinde, ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilmiĢtir. 

 

3.2. Reaktifler ve Çözeltilerin Hazırlanması  

 

 ÇalıĢma çözeltileri günlük olarak stok çözeltiden alınarak ve seyreltilerek 

kullanılmıĢtır. ÇalıĢmalarda destile su  kullanılmıĢtır. Çözeltiler buzdolabında 4
o
 C‟de 

saklanmıĢtır. Bütün reaktifler analitik saflıkta ileri saflaĢtırma yapılmadan kullanılmıĢtır. 

 

Calf Thymus DNA (ct Deoksiribonükleik asit, çift sarmal, calf thymus, tür I sodyum 

tuzu, Sigma) 6.0x10
-3

 M stok çözeltisi hazırlanmıĢtır. DNA, pH 8‟de Tris-HCl tampon 

içerisinde oda sıcaklığında çözülmüĢ, 24 saat tamamen çözünmesi için bekletilmiĢtir. Daha 

sonra 4ºC de buzdolabında saklanmıĢtır. ÇalıĢmalar süresince tampon çözelti olarak Tris-HCl 

pH 8 kullanılmıĢtır. Sentezlenen hidrazon türevleri 2.0x10
-3

 M deriĢimdeki stok çözeltileri 

DMSO içinde hazırlanmıĢtır. 
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3.3. N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazid Sentezi 

 

BaĢlangıç bileĢiği, 2,3,4,9-tetrahidro-1 H-karbazol-3-karbohidrazit, Sarıgöl ve ark. 

(2015) tarafından geliĢtirilen metoda göre hazırlanmıĢtır. 15ml etanol içerisinde karıĢtırılan 

2,3,4,9-tetrahidro-1 H-karbazol-3-karbohidrazid  (0,5 g, 2.2 mmol) çözeltisine salisilaldehit 

(2,2 mmol) ilave edilmiĢ, daha sonra karıĢım, 90-95 °C ye reaksiyon tamamlanıncaya  kadar  

ısıtılmıĢtır (TLC takibiyle).  KarıĢım, oda sıcaklığına kadar soğutulup; çözücü, döner bir 

buharlaĢtırıcı ile uzaklaĢtırılmıĢtır. Reaksiyon karıĢımı, su ile muamele edilmiĢtir. Süzülüp ve 

kurutularak istenilen madde elde edilmiĢtir. Sentez tepkimesi ġekil 3.1 „de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.1. N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazit 

sentezlenme Ģeması 

 

Soluk sarı katı, verim 85 %, erime noktası 248-249 °C. 

 

IR spektrumu IR (νmax): 3401 (N-H), 3052 (C-H), 2926 (C-H), 2858 (C-H), 1668 (C=O), 

cm
–1

. 
1
H 

 

1
H NMR spektrumu (400 MHz, DMSO): δ = 1.93-1.96 (ç, 1H, CH), 2.11-2.18 (ç, 1H, CH), 

2.72-2.95 (ç, 4H), 3.51 (ç, 1H, CH), 6.88-7.61 (ç, 8H, ArH), 8.44 (8.34*, b, 1H, =CH), 10.75 

(10.75*, b, 1H, NHindole), 11.25 (10.17*, b, 1H, OH), 11.77 (11.33*, b, 1H, NH). ) 

 

APT-NMR spektrumu (100 MHz, DMSO): δ = 22.6, 24.6, 26.5, 107.2, 111.1, 116.8, 117.6, 

118.6, 119.1, 119.8, 120.7, 127.5, 129.9, 131.7, 134.1, 136.4, 147.2, 157.8. 
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ġekil 3.2 N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazit‟in IR 

spektrumu 

 

 

ġekil 3.3 N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazit‟in 1H-

NMR spektrumu 
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3.4. Yöntem 

 

Sentezlenen hidrazon türevinin floresans özellikleri incelenmiĢtir. Tüm deneysel 

çalıĢmalarda florimetrik titrasyon yöntemi kullanılmıĢtır. Floresans ölçümler  pH 8.0 Tris-HCl 

tamponunda kuartz hücre içerisinde alınmıĢtır. Hücreye 2x10
-3 

M‟lık stok hidrazon 

çözeltisinden ortamdaki deriĢimi 5.0x10
-6

 M olacak Ģekilde eklenmiĢ ve 6x10
-3

M stok ct-

DNA çözeltisi ile florometrik titrasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. 25, 37 ve 45
o
C‟de titrasyon 

tekrarlanmıĢtır. AN1 için ex=360 nm, em=480 nm olarak kullanılarak floresans Ģiddeti ve 

emisyon spektrumlarındaki değiĢimler kaydedilmiĢtir. Floresans Ģiddeti, artan DNA deriĢimi 

ile düzenli olarak azalma göstermiĢtir. Farklı sıcaklıklarda tekrarlanan sönüm çalıĢmalarının 

titrasyon verileri Stern-Volmer eĢitliğine göre analiz edilerek türevin DNA ile etkileĢimi 

incelenmiĢtir. Ayrıca DNA-türev bağlanma özellikleri UV-görünür absorpsiyon spektrumları, 

iyonik Ģiddet ve iyodür iyonu sönüm etkileri kullanılarak açıklanmaya çalıĢılmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

4. DENEYSEL SONUÇLAR VE TARTIġMA 

 

DNA küçük moleküller için kayda değer bir biyoreseptör olup, anti-kanser maddeleri 

tasarlamak için önemli bir biyolojik hedef olarak kabul edilir. Hidrazonlar anti-kanser, anti-

bakteriyel, anti-fungal gibi özelliklere sahip DNA‟yla hızlı etkileĢime geçebilen küçük 

moleküllerdir. Literatürde hidrazonlar ile DNA sönüm çalıĢmalarının sayısı hızla artmaktadır. 

Floresans sönüm, DNA‟nın çeĢitli boyar maddelerle etkileĢimini açıklamak için etkili bir 

spektroskopik yöntemdir. 

 

ÇalıĢmada, sentezlenen hidrazon türevinin (N'-(2-hydroksibenzilidin)-2,3,4,9-

tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazit) floresans özelliği, DNA‟nın bu türev üzerinde 

gösterdiği floresans sönüm ve absorpsiyon özelliklerindeki değiĢimler incelenmiĢtir.  

 

4.1. Floresans Sönüm ÇalıĢmaları 

 

Floresans sönüm reaksiyonlarında, floroforun söndürücü molekülle etkileĢime girmesi 

ile floresans Ģiddetinde azalma görülmektedir. Hidrazon türevlerinin ct-DNA‟nın artan 

konsantrasyonlarında alınmıĢ floresans spektrumları ġekil 4.1‟de gösterilmiĢtir. Spektrumdan 

anaĢılabileceği gibi ct-DNA eklenmesiyle hidrazon türevinin floresans Ģiddetinde düzenli bir 

azalma ve emisyon dalgaboylarında 2-5 nm hipsokromik kayma gözlenmiĢtir. Bant 

Ģekillerinde ise bir değiĢiklik olmadığı saptanmıĢtır. Çözelti 360 nm‟de uyarılmıĢ, emisyon 

spektrumundaki değiĢimler 400 – 600 nm dalgaboyu aralığında  kaydedilmiĢtir.  Bundan  yola 

çıkarak bu iki molekül arasında  bir etkileĢim olduğu söylenebilir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                           

 

 



21 

 

 

ġekil 4.1. AN1 hidrazon türevinin floresans emisyon Ģiddetine ct-DNA çözeltisinin oda 

sıcaklığında etkisini gösteren spektrum 

 

Floresans sönüm verileri aĢağıda gösterilen Stern-Volmer eĢitliği ile incelendi.  

 

F0 / F=KSV [Q] = 1 + kq [Q] 

 

F0 ve F,  sırası ile DNA yokluğunda ve varlığındaki floresans Ģiddetlerini gösterir. [Q] 

söndürücü madde olarak DNA derĢimidir. Ksv Stern-Volmer sönüm sabiti, kq biyomoleküler 

sönüm hız sabiti,  ise ortamda söndürücü molekül yokken floresan molekülün ortalama 

ömrüdür. 

 

Türevin,  farklı sıcaklıklarda (25, 37 ve 45
o
C) ct-DNA ile yapılan floresans 

titrasyonlarından doğrusal Stern-Volmer grafikleri elde edilmiĢtir (ġekil 4.2 ). Artan ct-DNA 

deriĢimine karĢı F0/F değerleri grafik eldesinde kullanılarak doğrusal grafiklerin eğimlerinden 

Ksv değerleri elde edilmiĢtir (Çizelge 1).  
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4,0x10
4

8,0x10
4

1,2x10
5

1,6x10
5

 

 

F
lo

re
sa

n
s 

şi
d

d
et

i

Dalgaboyu, nm

0 M DNA

3x10
-3

 M DNA



22 

 

0 2 4 6 8 10 12 14

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

 

 

 25 
o
C

 37 
o
C

 45 
o
C

F
0
/F

[DNA]x10
-6

 
ġekil 4.2. 25, 37 45

o 
C‟lerde N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-

karbohidrazit‟in ct-DNA ile titrasyonundan elde edilen Stern-Volmer grafiği 

 

Statik sönüm olayında söndürücü, floroforun aktif bölgesiyle bir kompleks 

oluĢturduğu için sönüm sabiti (Ksv) sıcaklık artıĢıyla azalmaktadır. Dinamik sönümde ise, 

sıcaklığın artmasıyla birlikte söndürücü maddenin difüzyonu arttığı için sönüm sabiti 

artmaktadır. ct-DNA söndürücü olarak görev yapar. DNA titrasyonu farklı sıcaklıklarda 

yapıldığında elde edilen sonuçlarla çizilen Stern-Volmer grafiğinden bulunan Ksv değerlerine 

göre sıcaklık artarken Ksv değerleri düĢmüĢtür. Bu da Türevin DNA ile muhtemel iliĢkisinin 

statik sönüm olduğunu gösterir. Sönüm hız sabitleri (kq) Ksv = x kq eĢitliğinden 

hesaplanmıĢtır. Literatüre göre, biyomolekül için değeri,  10
-8

  kabul edilmektedir (Wang 

2006). Dinamik sönüm için sönüm sabitinin üst sınırı 10
10 

M
-1

s
-1

‟dir. kq değerlerinin 10
10

‟dan 

büyük olması statik sönüm gerçekleĢtiğini doğrulamaktadır. 

Çizelge 4. 1. Hidrazon türevi-DNA sistemi için Stern-Volmer verileri 

 

T(
o
C) Lineer Regrasyon EĢitliği Ksv (M

-1
) kq(M

-1
s

-1
)       R

2
 

25 Fo/F = 1,370+ 2,299x10
4 
[DNA] 2,299x10

4
 2,299x10

11
   0,9925 

37 Fo/F = 1,053 + 1,522x10
4 
[DNA] 1,522x10

4
 1,522x10

11
 0,9910 

45 Fo/F = 0,9654 + 1,159x10
4 
[DNA] 1,159x10

4
 1,159x10

11
 0,9941 
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4.2. Bağlanma Dengelerinin Analizi 

 

Statik sönümde, biyomolekülde bağ yapmaya uygun birbirinden bağımsız ama benzer 

kısımlar olduğunu varsaydığımızda türev-ct-DNA sistemleri için bağlanma sabitleri ve 

bağlanma kısım sayıları aĢağıdaki  çift logaritma eĢitliği kullanılarak hesaplanabilmektedir.  

 

log (F0–F) / F = log Kb + n log[Q] 

 

K: bağlanma sabiti 

n: bağlanma kısım sayısı  
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ġekil 4.3. 25, 37,45
o
C‟lerde N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-

karbohidrazit‟in ct-DNA ile titrasyonundan elde edilen çift-log grafikleri 

 

n, çift logaritma grafiğinde elde edilen eğrilerin eğiminden bulunur. Türev için üç 

farklı sıcaklıkta ct-DNA ile gerçekleĢtirilen floresans titrasyonlarından doğrusal çift logaritma 

grafikleri elde edilmiĢtir. ġekil 4.3 log (F0–F) / F değerinin log[Q]‟ya karĢı grafiğe geçirilerek 

elde edilen grafiklerini göstermektedir. Sonuçlar ise Çizelge 4. 2 ile verilmiĢtir. 

 

n değerlerinin yaklaĢık 1 olması hidrazon türevinin DNA ile bir noktadan etkileĢtiğini 

gösterir. Sıcaklık artıĢı ile türev-DNA komplekslerin kararlılığı arttığı için bağlanma 

sabitlerinde artıĢ gözlenmiĢtir. 
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Çizelge 4. 2. Hidrazon türevi-DNA sistemi için bağlanma sabiti K ve bağlanma kısım sayısı, 

n, değerleri 

 

T (
o
C)  Çift Logaritma EĢitliği                              K (M

-1
) n R

2
 

25 log (F0–F)/F=log 3,461 +0,6093log [DNA] 2,89x10
3
 0,609 0,9813 

37 log (F0–F)/F=log 4,2624 +0,819log [DNA] 1,83x10
4
 0,819 0,9841 

45 log (F0–F)/F=log 5,1813 +1,0285log [DNA] 1,52x10
5
 1,03 0,9934 

 

 

4.3. Absorpsiyon ÇalıĢmaları 

  

Hidrazon türevinin DNA ile etkileĢiminden elde edilen UV-vis absorpsiyon spektrumu 

ġekil 4.4‟te gösterilmiĢtir. AN1-ct-DNA absorpsiyon  spektrumları aynı miktardaki DNA‟nın 

absorpsiyon spektrumları ile kıyaslanmıĢtır. 
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ġekil 4.4. N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazit‟in  -         

DNA ile etkileĢimine ait absorpsiyon spektrumları 
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 Spektrumdan eklenen DNA miktarının artması ile absorpsiyon miktarlarında da artıĢ 

olduğu gözlenmektedir. Absorpsiyon bantlarının Ģeklinde herhangi bir değiĢiklik söz konusu 

değildir. Absorpsiyondaki artıĢ ve bant Ģekillerinin aynı kalması etkileĢim türünün oluğa 

tutunma olduğunu göstermektedir. 

  

4.4. Ġyodür Ġyonu Sönüm ÇalıĢmaları 

 

Ġnterkelatörlerin altında ve üzerinde bulunan baz çifleri anyonik söndürücülerin 

floresan proba ulaĢmasını engellemektedir. Aynı zamanda anyonik söndürücü ile DNA fosfat 

gurpları arasındaki elektrostatik itme etkisi floresan probun korunmasına yardım etmektedir 

(Qui ve ark. 2007). Oluğa tutunan floresan problar interkelatörlere göre DNA sarmalının 

içinde bulunduğu çevreden daha çok etkilenmektedir. Iyodür iyonu küçük floresan moleküller 

için iyi bilinen dinamik veya çarpıĢmalı söndürücülerden bir tanesidir. Ġyodür iyonunun 

durgun-hal floresans sönüm çalıĢmaları floresan prob ile DNA‟nın bağlanma türü hakkında ek 

bilgi sağlamaktadır.   

 

Bu bölümde serbest AN1 ve AN1-ct-DNA sistemi üzerine değiĢen miktarlarda (0-0.05 

M KI) KI çözeltisi eklenerek floresans Ģiddetindeki değiĢimler izlenmiĢtir. AN1 türevinin ct-

DNA varlığında ve yokluğundaki emisyon spektrumları Ģekil 4.5‟de gösterilmiĢtir. Ortamdaki 

iyodür deriĢimi ile orantılı olarak AN1 türevinin floresans Ģiddetinde sönüm olduğu 

gözlenmiĢtir. ct-DNA-AN1 sisteminin floresans emisyonunundaki sönümün  ise eklenen 

iyodür miktarının artıĢı ile arttığı gözlenmiĢtir. Serbest probun sönüm oranının daha yüksek 

olduğu saptanmıĢtır. Bunun nedeni oluğa tutunan probların interkelatörler kadar iyi olmasa da 

DNA sarmalı ile kısmen korunmalarıdır.  

 

Serbest boyanın ve DNA bağlı boyanın iyodür sönüm çalıĢmalarından elde edilen 

veriler Stern-Volmer eĢitliğine göre grafiğe geçirilmiĢtir. ġekil 4.6‟da serbest ve bağlı 

probların karĢılaĢtırmalı grafikleri görülmektedir.   
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ġekil 4.5.  AN1-ct-DNA sisteminin KI varlığında floresans emisyon spektrumu 
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ġekil 4.6. Serbest AN1 ve AN1-ct-DNA sisteminin iyodür sönümünden elde edilen Stern-

Volmer grafikleri 
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4.5. Sodyum Klorür Sönüm ÇalıĢmaları 

  

Küçük moleküller ile DNA‟nın bağlanma türlerinin aydınlatılmasında ortamın iyonik 

Ģiddetindeki değiĢikliğin sistemin floresans Ģiddetine etkisinin incelenmesi etkin 

yöntemlerden bir tanesidir. Ortamdaki katyon miktarının artması DNA yapısındaki fosfat 

grupları ile bağlanacak tür sayısını arttırmaktadır. Ortamın iyonik Ģiddetinin artması ile oluğa 

tutunan problar ile katyonlar arasında fosfat grupları ile yarıĢmalı bir etkileĢim meydana 

gelmektedir.  

 

NaCl kuvvetli bir elektrolit olması nedeni ile deneysel çalıĢmalarda ortamın iyonik 

Ģiddetini kontrol etmek için yaygın olarak kullanılmaktadır. ÇalıĢmamızda 0,025M - 0,15M 

arasında değiĢen NaCl çözeltisi ortama eklenerek floresans Ģiddetlerindeki değiĢiklik 

izlenmiĢtir. Artan iyonik Ģiddet ile floresans emisyon Ģiddetinde artıĢ gözlenmiĢtir. Bunun 

nedeni iyonik Ģiddetin artması ile beraber AN1 molekülleri ve Na
+
 arasında fosfat grupları ile 

yarıĢmalı bir etkileĢim baĢlaması ve AN1- ct-DNA etkileĢimlerinin zayıflamasıdır. 
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ġekil 4.7. AN1-ct-DNA sisteminin NaCl varlığında floresans emisyon spektrumu 
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4.6. Termodinamik parametreler ve etkileĢim türleri 

 

Küçük moleküller ve biyomoleküller arasındaki etkileĢimler hidrojen bağları, van der 

Waals kuvvetleri ve elektrostatik etkileĢimleri içerebilir. EtkileĢim türünün belirlenmesinde 

termodinamik parametreler (G, H and S) büyük öneme sahiptir. AN1-ct-DNA sistemleri 

için log K (bağlanma sabitleri) değerleri üç farklı sıcaklık (20, 30 ve 37
o
C) için hesaplanarak 

van‟t Hoff eĢitliğine göre, sıcaklığın tersine karĢı grafiğe geçirildi. 

  

log K = - H / 2,303 RT + S / 2,303 R 

 

H ve S değerleri doğrusal van‟t Hoff grafiklerinin eğim ve kesim noktası değerlerinden 

elde edildi.G, G =H – T S eĢitliğinden hesaplandı.  
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         ġekil 4.8. AN1-ct-DNA sisteminden elde edilen van‟t Hoff grafiği 

 

Van‟t Hoff grafiğinden elde edilen eĢitlik, log K = 0,285 + 941,56 1/T ve grafiğin R
2
 değeri 

0,9987‟dir. 
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Çizelge 4.3. AN1-ct-DNA sistemi için van‟t Hoff eĢitliğinden hesaplanan termodinamik 

değerler 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Küçük moleküller ve biyolojik makromoleküller supramolekülleri oluĢtururken 

genellikle non-kovalent etkileĢimler olan hidrojen bağları, van der Waals kuvvetleri, 

hidrofobik ve elektrostatik etkileĢimleri gösterirler. Termodinamik değerler etkileĢimin 

kendiliğinden olup olmadığı ve türü hakkında bilgi sunar. ΔH > 0 ve ΔS > 0 olduğu takdirde 

etkieĢim türünün hidrofobik; ΔS < 0 ve ΔH < 0 olduğu takdirde hidrojen bağı oluĢumu ve van 

der Waals kuvvetleri; ΔH < 0 ve ΔS > 0 olması durumunda ise baskın etkileĢim türünün 

elektrostatik etkileĢim olduğu düĢünülür (Ross 1981). Elde ettiğimiz değerlere göre AN1-ct-

DNA sisteminde bütün sıcaklıklarda serbest enerjinin (ΔG) negatif iĢaretli olması etkileĢimin 

kendiliğinden olduğunu, entalpinin (ΔH) negatif olması ise ekzotermik bir etkileĢim olduğu 

göstermektedir. ΔH < 0 ve ΔS > 0 olması ise ortamdaki baskın etkileĢim türünün elektrostatik 

etkileĢim olduğuna iĢaret etmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Türev ˚C H (kJ/mol) S (j/molK) G (kJ/mol) 

 

AN1 

25 -18,03 5,46 -19,66 

37   -19,72 

45   -19,76 
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5. SONUÇLAR 

 

 Tetrahidrocarbazol karboksilat etil esterinin hidrazin hidrat ile reaksiyonu sonucu 

tetrahidrokarbazol karbohidrazit bileĢiği sentezlendi. Bu bileĢiğin hidroksi 

benzaldehitler ile reaksiyonu sonucu floresan prob olarak kullanılabilecek yeni 

tetrahidrokarbazol yapısına sahip açil hidrazon bileĢikleri sentezlendi. Sentezlenen 

yeni türevlerin kimyasal yapıları 
1
H-NMR, APT-NMR, UV ve IR spekturumları ile 

karakterize edilmiĢtir. 

 

 Yapılardan orto- formda olan türev (AN1) 300 nm‟nin üzerinde uyarma dalgaboyuna 

sahip olduğu için ct-DNA ile bağlanma türü incelendi. Meta- ve para- formları ise 280 

nm‟de uyarılma dalgaboyuna sahip oldukları için iç filtre etkisinden dolayı bağlanma 

çalıĢmaları incelenmedi. Florimetrik titrasyon yöntemi ile yapılan çalıĢmalar üç farklı 

sıcaklıkta (25, 37, 45
o
C) yürütüldü. 

 

 ct-DNA floresans sönümünden elde edilen Stern-Volmer grafiklerinden, sıcaklık artıĢı 

ile Ksv (sönüm sabiti) değerlerinde azalma olduğu görüldü. Buna göre türevin ct-DNA 

etkileĢiminin kompleks oluĢumuna dayalı statik sönüm mekanizması olduğu sonucuna 

varıldı. 

 

 AN1-ct-DNA sisteminin üç farklı sıcaklıkta elde edilen doğrusal çift logaritma 

grafiklerinden Kb (bağlanma sabiti) ve n (bağlanma kısım sayısı) değerleri hesaplandı. 

Sıcaklık artıĢı ile birlikte kompleks kararlılıkları arttığı için Kb ve n değerlerinde artıĢ 

görüldü.  

 

 AN1-ct-DNA sisteminin farklı DNA deriĢimlerinde göstermiĢ olduğu absorpsiyon 

değerleri serbest DNA ve serbest floresan prob absorpsiyon değerleri ile karĢılaĢtırıldı. 

Elde edilen değerler etkileĢim türünün oluğa tutunma olduğunu gösterdi. 

 

 Ġyodür sönüm çalıĢmaları ve iyonik Ģiddet değiĢim çalıĢmaları bağlanma türünün 

oluğa tutunma olduğu sonucunu destekledi. 
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 Termodinamik parametreler kullanılarak bağlanma türü belirlendi. Negatif 

Gdeğerleri etkileĢimin kendiliğinden oluĢtuğunu, negatif H ve pozitif S değerleri 

türevin ct-DNA bağlanmasındaki etkin türlerin elektrostatik etkileĢimler olduğunu 

gösterdi. 
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