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OZET

Yiksek Lisans Tezi

CESITLI HIDRAZON TUREVLERI ILE NUKLEIK ASITLERIN BAGLANMA
MEKANIZMALARININ FLORIMETRIK YONTEMLE INCELENMESI

Sule OZKAN

Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Analitik Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Nuriye AKBAY

Floresans spektroskopisi giliniimiizde genetik incelemeler, klinik kimya, biyokimya ve
molekiiler biyofizikte en fazla kullanilan spektroskopik yontemlerden bir tanesidir.
Biyomolekiillerin ve biyomolekiiler komplekslerin gerek yapisal gerekse dinamik
ozelliklerindeki degisikliklere olan hizli duyarlilig1 nedeni ile bu teknigin popiileritesi hizla
artmaktadir. Floresan problar floresans spektroskopisinde onemli bir alani isgal eder. Bu
calismada hidrazon tiirevi bir floresan probun ¢ift sarmal DNA (ct-DNA) ile etkilesimleri
floresans izleme ve UV-goriiniir bolge absoprsiyon spektroskopisi ile incelendi. Calismada
hidrazon tiirevinin (AN1) sentezi ve Ct-DNA ile baglanma tiiri incelendi. Stern-Volmer
sOnlim sabitleri, baglanma sabitleri, baglanma kisim sayilar1t ve AH, AS ve AG gibi ilgili
termodinamik parametreler c¢esitli sicakliklarda hesaplandi. Sonuglar ANI-ct-DNA
kompleksinin olustugunu ve ANI1 kompleksi i¢in elektrostatik etkilesimin baskin tiir
oldugunu gosterdi. Absorpsiyon, iyonik siddet ve iyodiir iyonu ile soniim c¢alismalarindan
elde edilen sonuglar AN1’in ct-DNA ile baglanma tiiriiniin oluga tutunma oldugunu gosterdi.
Anahtar kelimeler: Stern-Volmer esitligi, hidrazon boyalari, floresans soniimii, oluga

tutunma

Yil, 35 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIGATION OF BINDING MECHANISMS OF VARIOUS HYDRAZONE
DERIVATIVES WITH NUCLEIC ACISD BY FLUORIMETRIC METHODS

Sule OZKAN

Namik 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 AH, AS and AG 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

Yil, 35 pages
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1. GIRIS

Niikleik asitlerin nicel analizleri molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve tibbi teshis basta
olmak tizere bir¢cok alanda biiyiik énem tasimaktadir. Niikleik asitlerin geometrileri yani
sarmal yapist ve bosluklari, icerdigi baz ciftleri; baz1 organik ve inorganik iyonik tiirlere
se¢imli baglanmalarin1 veya bu tiirleri yapinmn igine almalarini saglar. Ozellikle niikleik
asitlerin metal iyonlari, kompleksler, kii¢iik organik molekiiller ve proteinler gibi ¢esitli
kimyasal tiirler ile tersinir etkilesimleri; niikleik asitlerin yapisal degisimlerinin incelenmesi,
kemoterapik ilaglarin  gelistirilmesi ve niikleik asitlerin baglanma &zelliklerinin
incelenmesinde kullanilir. Son yillarda niikleik asitlerin tayini i¢in bir¢ok yontem Onerilmis
olmasina ragmen hala hizli, hassas, basit ve uygulanabilirligi kolay analitik yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Kararli kimyasal yapiya sahip DNA kullanilarak, niikleik asitlerin tayini i¢in
uygun analitik yontemlerin gelistirilmesine ¢alisilmaktadir. Son 20 yil icerisinde DNA

calismalarinda florimetrik yontemler oldukea ilgi cekmektedir.

Floresan problar (boyar madde, prob diger kullanilan isimlendirmeler) floresans
ozellik gdstermeyen veya az gosteren biyomolekiile baglandiginda, ona floresans o6zellik
kazandirir veya spektral ozelligini degistirir ve biyomolekiiliin yap1 ve fonksiyonlarinin
incelenmesine, izlenmesine olanak saglar. Bu uglar, protein, niikleik asit, hormon, biiylime
faktorii vb. gibi bircok biyomolekiillerle etkileserek bu tiirlerin yap:r ve fonksiyonlariin

incelenmesine olanak saglarlar.

DNA oldukea diisiik siddetli floresans emisyonuna sahiptir ve spektral 6zelliklerinin
dogrudan incelenmesi ¢ok zordur. Bu nedenle DNA tayini i¢in; DNA ile etkilesen ve
floresans emisyonda degisikligin izlenmesine neden olan floresant problar érnegin floresan
boyar maddeler, metal iyonlar1 ve metal kompleksleri kullanilmaktadir. Hidrazon bilesikleri,
antifungaldan antikansere bir¢ok ilacin temel iskelet yapisinda yer almalari nedeni ile floresan
prob olarak kullanilma ihtimalleri ilgi ¢ekicidir. Literatiirde tetrahidrokarbazol yapisina sahip
hidrazon tiirevlerinin muhtemel biyolojik aktiviteye sahip olabilecekleri diisiiniilmiis ve bu
tiirevler sentezlenmistir. Elde edilen sonuglar antimikrobiyal aktivitelerinin oldukga yiiksek
oldugunu gostermektedir. Bu tiirevler incelendiginde tetrahidrokarbazol yapisinin azot atomu
tizerinden tiirevlendirme yapildig1 goriilmektedir. Biyolojik aktif dogal iiriinler incelendiginde

ise bu yapilarin sahip oldugu azot atomunun serbest oldugu goriilmektedir.



Bu c¢alismada tetrahidrokarbazol yapisinin azot atomunu dogal iiriinlerin yapisinda
oldugu gibi serbest birakarak aktiviteleri daha yiiksek yeni hidrazon tiirevinin eldesi ve bu
potansiyel ilag hammaddesinin niikleik asitler ile etkilesimlerini floresans ve UV-Gor

spektroskopilerinden faydalanarak aydinlatilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER

Cesitli sekillerde enerji absorplayarak elektronik olarak uyarilmis bir molekiiliin, temel
enerji diizeyine donerken fazla enerjisinin tiimiinii veya bir kismin1 1s1ma enerjisi halinde geri
vermesi olayma liiminesans denir. Liiminesans uyarilma esnasinda kullanilan enerjinin

kaynagina gore siiflandirilir (Valuer 2002).

Liiminesans tiirii Uyarilma sekli

Fotoliiminesans (floresans ve fosforesans) Is1gin absorpsiyonu
Radioliiminesans Isimali iyonlagsma (x-ray, o, B, y)
Elektroliiminesans Elektriksel alan

Kemiliiminesans Kimyasal islem

Biyoliiminesans Biyokimyasal islem

Fotoliiminesans, foton absorpsiyonu ile uyarilma saglanmasi sonucu gozlenen
floresans ve fosforesans olaylarinin tamami igin kullanilan genel bir terimdir. Uyarilmis bir
singlet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme ge¢is sirasinda yayilan 1s1ga floresans
denir. Uyarilmis bir triplet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gegis sirasinda yayilan
1s18a ise fosforesans denir. Analit yapisinin nicel ve nitel analizinde absorpsiyon
yontemlerine gore daha duyarli ve bilgi verici olmasi nedeniyle 6zellikle floresans yontemler

yaygin kullanima sahiptir.

Sekil 2.1° de verilen Jablonski diyagraminda goriildiigi gibi, 151k absorpsiyonu sonucu
olusan uyarilmis bir molekiil fazla enerjisini tamamen veya kismen 1s1masiz yoldan atabilir.
Bir molekiiliin elektronik enerji diizeyleri, titresim enerji diizeylerinin iist liste ¢cakismasina
olanak saglayacak kadar yakin ise, iki uyarilmis singlet enerji diizeyi i¢in gosterilen ve fazla

enerjinin 1s1 seklinde atildig1 i¢ doniisiim olay1 gergeklesir.

Uyarilmis singlet tiirii bir molekiilden yine 1s1masiz yoldan daha diisiik enerjili triplet

tiiri uyarilmig bir molekiil olusabilir. Olasilig1 olduk¢a az olan ve bu nedenle yavas bir



bicimde gerceklesen bu olayda iist orbitaldeki elektronun spini ters c¢evrilir. Bu olaya

sistemler arast gegis denir.
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Sekil 2.1. Fotoliiminesans bir sistem i¢in kismi enerji-diizey diyagrami

Floresans olayinda yayilan 1518 frekansi birbirine esit ise buna rezonans floresans
denir. Rezonans floresans olay1 atomlarda ve kati haldeki molekiillerde gozlenir. Cozeltide
olusan uyarilmis molekiiller ise, fazla enerjilerinin bir kismindan 1s1masiz yoldan
kurtulduklari i¢in bunlarda gozlenen floresansin dalga boyu, molekiilii uyaran fotonlarin dalga
boylarindan daha uzundur. Fosforesans olayinda gézlenen dalgaboylari ise, floresans olayinda

gozlenen dalgaboylarindan daha uzundur.

Bazi molekiiler yapilarda floresans veya fosforesans bantlar1 uzun dalga boylarinda
veya diisiik enerjide meydana gelir. (CoOzelti ortamindan izlenen bu olay stokes kaymasi

olarak ifade edilir.

Isik absorpsiyonu i¢in 105 s gibi ¢ok kisa bir siire gerekir ve uyarilmis singlet halde

bulunan bir molekiiliin émrii 10°-10™ s, uyarilmis triplet halde bulunan bir molekiiliin 6mrii



ise 10%-10° s’dir. i¢ déniisim ve sistemler arasi gegis olaylarimin siireleri ise, sirasiyla,
yaklasik 10" s ve 10°® s’dir. Floresans olay1 sistemi uyaran 1s1ma ortadan kalkinca 10°-10™°

s kadar daha siirerken, boyle bir durumda fosforesans 102-10° s kadar daha devam eder.

Fotoliiminesans kKuantum verimi, basit olarak yayilan foton sayisinin absorplanan
foton sayisina orani olarak tanimlanir. Floresein gibi bazi molekiillerin floresans kuantum

verimleri bire yaklagir.

Maddenin floresans ozelligi iizerine kurulmus olan tayin metoduna floresans
spektroskopisi denir. Floresans spektroskopisi, bazi yonleri ile absorpsiyon spektroskopisine
benzemekle beraber duyarlilik yoniinden ondan cok iistiindiir. Bu metotla bir¢ok madde,
milyonda birin altinda bir hassaslikla tayin edilebilir. Florimetrik metotlarin seciciligi de
yiiksektir. Floresans spektroskopisi organik kimya, biyokimya, biyofizik, c¢evre ile ilgili
calismalar, klinik kimya, DNA zinciri ile ilgili ¢aligmalar ve genetik analizler gibi pek ¢ok
alanda kullanilmaktadir (Lakowicz 1999).

2.1. Floresans Emisyonuna Etki Eden Faktorler

2.1.1. Yapisal faktorler

Basit alifatik yapili bilesikler sogurduklari enerjiyi 1gin yaymaksizin harcarlar ve
floresans gostermezler. Ketonlar, aldehitler, karboksilli asitler, amitler, esterler gibi = bagh
hetero atom igeren bilesikler az floresans gosterirler. Polienler ve aromatik bilesikler ve
tiirevleri ise floresans gosteren bilesiklerdir. Ozellikle bunlarin diizlemsel ve kat1 yapida
olanlarmin floresans etkinligi yiiksektir. Benzenin kendisi zayif floresans gosterir. Benzen
halkasinin siibstitiisyonu floresansi olumlu ya da olumsuz etkiler. 1 — n* gecislerinin oldugu
bilesikler floresans 6zellik gosterirken, n — n* geg¢islerinin baskin oldugu molekiillerde ise

fosforesans ozellik goriilmektedir.

-OH, -OR, -NH,, NHR, -NR; gibi Elektron verici siibstitiientlerin floresans emisyon
siddeti tizerine etkisi olmaz veya siddeti arttirirlar.-COOH, -NO, -RCO, RHO,-N=N,-Br ,-Cl

gibi elektron cekici gruplar ise floresans emisyon siddetinde azalmaya neden olur.



2.1.2. Molekiiler katihik

Molekiiler katilik (rijidite), hareket serbestligini azalttigindan sistemler aras1 gegisler

ve molekiiller aras1 ¢carpigsmalar gibi 1s1masiz gegis olasiliklar1 azaltir.

Omegin; Fluoresein ¢dzelti icinde kuvvetli floresans gdstermesine karsilik molekiiler
katilik gostermeyen fenolftaleinin boyle bir 06zelligi yoktur. Metal iyonlar1 ile ketal
olusturmada titresimleri azaltan molekiiler katilik saptandigindan floresansi arttirir. Ornegin;
aliminyum ile ketal olusturmadan oOnce naftalen gruplari azo grubu etrafinda serbestce

donebilmektedir. Ketal olusumundan sonra molekiil diizlemsel ve kat1 bir duruma geger.

2.1.3. Sicaklik ve viskozite etkisi

Sicakligin artmasi ve ¢dziiciiniin viskozitesinin azalmasi, uyarilmis molekiil ile diger
molekiillerin carpigsmasi ve ayrica sistemler arasit gecis olasiliklarini arttirmaktadir. Diistik
sicaklikta ve yiiksek viskoziteli ortamda ise dinlenme zamani uyarilmis durumun 6mriinden

daha uzun olmakta ve floresans artmaktadir.

2.1.4. Coziicii ve pH etkisi

Kullanilan ¢oziiciiler floresans siddetinin veya floresansin goriildiigii dalga boyunun
degismesine neden olabilir. Coziicliniin genellikle uyarilmis durumdaki molekiiller ile H bagi
olusturmasi temel hale 1g1masiz doniis isleminin hizini arttirdigindan floresansin siddetinde
azalma olur. -OH, -COOH, -NH2 bag olusturabilecek gruplar iceren maddelerin analizinde
¢oziicti secimine dikkat edilmelidir. Bir veya daha ¢ok sayida agir atom igeren ¢oziiciiler,

sistemler arasi ge¢is olasiligini arttirdiklarindan floresansi azaltirlar.

Asidik ve bazik grup igeren bir bilesigin floresansi ortammn pH’mna baglidir. Ornegin;
notr ortamda fenol floresans gosterirken, bazik ortamda floresans etki gostermeyen anyonuna
doniisiir. Anilin, n6tr ve bazik ortamda iken gorliniir alanda floresans gosterir. Cozelti
asitlendirildiginde bu floresans kaybolur. Bu sekilde ortamin pH’ina baglh olarak floresans

gosterebilen asit-baz titrasyonlarinda indikator olarak yararlanilabilir.



2.1.5. Coziinmiis oksijen, paramanyetikler ve agir atomlar

Floresans gosteren bir ¢ozeltinin floresans siddeti, ¢6ziinmiis halde bulunan oksijenin
etkisi ile azalir. Bu etki organik maddenin fotokimyasal yolla oksitlenmesi sonucu olabilecegi
gibi; oksijenin paramanyetik yapisi da bu duruma neden olabilir. Oksijenin paramanyetik
Ozelligi nedeni ile uyarilmig durumdaki molekiillerin sistemler arasi gegisleri ve triplet
duruma gegisleri artar. Bu gegislerin sonucu olarak floresans emisyonu azalir. Oksijen disinda
Fe*®, CO*™, Cu*, gibi paramanyetik ve dis d orbitalleri dolmamis gecis elementlerinin de

floresans soniimiine neden oldugu bilinmektedir.
2.2. Floresans Soniim

Bir molekiiliin floresans siddetinde soniim uyarilmis enerji diizeyi reaksiyonlari,
molekiiler oryantasyon degisiklikleri, enerji transferleri, temel hal kompleks olusumu ve
carpismalr soniim gibi ¢ok cesitli molekiiler etkilesimler sonucu gergeklesebilir. Floresans
soniim, mekanizmasina gore genellikle statik veya dinamik olarak siniflandirilir. Etkilesimin
hangi smifa ait oldugu farkli sicakliklarda yapilan floresans olglimlerine gore belirlenir.
Dinamik soniim molekiiler difiizyona baghdir. Genellikle yiiksek sicakliklarda daha biiyiik
difiizyon katsayilar elde edilir. Bu nedenle sicaklik artis1 ile beraber biyomolekiiler soniim
sabitinde de artis beklenir. Buna karsilik statik sonlimlerde sicaklik artisi ile beraber
komplekslerin kararliliklar1 azalacagi igin yiiksek sicakliklarda diisiik soniim sabitleri elde

edilir. Floresans soniim verileri Stern-Volmer esitligi ile incelenir (Lakowicz, 2006),

Fo/F = 1+st[Q]:1+Tokq[Q]

Fo ve F, floresan maddenin sirasi ile sondiiriicii yoklugunda ve varligindaki floresans
siddetlerini gosterir. [Q] sondiiriicli madde dersimidir. Ky, Stern-Volmer soniim sabiti, kq
biyomolekiil sonlim hiz sabiti, 7 ise ortamda sondiiriicii molekiil yokken floresan molekiiliin

ortalama Oomrudiir.



2.3. Floresan Maddeler

Floresan madde veya floresan uglar, floresans spektroskopisi i¢in 6nemli bir alan
olustururlar. Biyoanalitik uygulamalarda, immiino florimetrik tekniklerde ve biyomolekiil

isaretleme caligmalarinda oldukga sik kullanilan maddelerdir.

Floresan uclar floresans ozellik gostermeyen veya floresans ozelligi diisiik olan
biyomolekiillere baglandiklarinda, onlara floresans O6zellik kazandirirarak veya spektral
ozelliklerini degistirerek biyomolekiiliin yap1 ve fonksiyonlarinin florimetrik yontemlerle
incelenmesine olanak saglar. Bu isleme isaretleme (labeling) denir. Bu uglar, protein,
niikleik asit, hormon, biiylime faktorii vb. gibi bir¢ok biyomolekiille kovalent olarak
baglanarak bu tiirlerin yap1 ve fonksiyonlarinin incelenmesine olanak saglarlar. Elde edilen
veriler patoloji, parasitoloji, klinik teshis sonuc¢larinda kullanilabilmektedir. Floresan uglar

genel olarak iki gruba ayrilirlar:

@ Intrinsik (i¢ veya dogal) floroforlar: Bunlar dogal floresan maddelerdir. Aromatik
aminoasitler, flavinler, Kklorofil tiirevleri gibi bilesikler. Floresans 6zellikleri
yapilarinda bulunan triptofan (trp), tirozin (try), fenilalanin (phe) gibi aromatik
aminoasitlerden kaynaklanir.

@ Ekstrinsik (dis) uglar: Floresans oOzellik gostermeyen ya da floresans oOzelligi
denemeler icin yeterli olmayan molekiillere baglanip, baglandigi molekiiliin
incelenmesine imkan saglayan floroforlardir. Dansil kloriir, floresein, kumarin,

rodamin ve ¢esitli bilesikler bu gruba girerler.
2.4. Niikleik Asitler ve Ozellikleri

Canli organizmalarin yaklasik % 99’unu lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve su
olusturur. Geriye kalan % 1’lik kismin1 olusturan bilesiklerden niikleik asitler, genetik bilgi
aktarimmi saglayan tasiyicilardir. Niikleik asitler, niikleotid denilen birimlerden olusan
polimerlerdir. Niikleotid birimlerinin her biri ise li¢ béliimden olusur:

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

2. Bes karbonlu pentoz seker,

3. Bir fosfat grubu.



Thymine
Adenine
5' end
3' end

oS- >

Phosphate-

deoxyribose":‘)’i ” N d
backbone - w "N q

o }'_
N
3"end Cytosine J™
Guanine 5' end

Sekil 2.2. Niikleik asiti olusturan kisimlar

Azotlu bazlar: Piirin ve pirimidin bazlari olmak {izere 2 ¢esittir. Piirinler ( Adenin (A),

Guanin (G) ) biri 6, digeri 5 atomdan olusan iki halkasal yapinin kaynasmasindan olusurken,

pirimidinler ( Urasil (U), Timin (T), Sitozin (C) ) 6 iiyeli tek bir halkadan meydana gelir.
DNA yapisinda A, G, C, T bazlari yer alirken, RNA’da A, G, C, U bazlar1 bulunur.

Pentoz sekeri: Nikleotidlerdeki pentozlar, D-riboz ve 2-deoksiribozdur. Bir piirin

veya pirimidin bazinin riboz veya deoksiriboz sekerinin 1. karbonuna baglanmasi ile

niikleozitler meydana gelmektedir. Bazlarin riboz sekerine baglanmasi ile riboniikleozitler,

deoksiriboz sekerine baglanmasi ile de deoksiriboniikleozitler ortaya ¢ikmaktadir.

Fosfat: Bu grup sekerin 5 karbonuna ester bag ile bagl bulunmaktadir. Eger birden

fazla fosfat grubu s6z konusu ise bunlar birbirine yiiksek enerjili asit anhidrit bag: ile

baglanirlar.

Niikleik asitler, DNA (deoksiriboniikleik asit) ve RNA (riboniikleik asit) olmak iizere

iki gruba ayrilir. DNA hiicre ¢ekirdegi iginde, protein igerikli kromozomlardan olusur.
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Kromozomlarin spesifik yerlesmesi ile kalitim 6zelliklerini kusaktan kusaga tagiyan genler
olusur. DNA ve RNA her ikisi de fosfat grubu igerir, ancak igerdikleri azotlu bazlarda ve
seker yapisinda farklilik vardir. DNA, 2-deoksiriboz ve A, G, C, T; RNA ise riboz ve A, G, C,
U bazlarini igerir. Niikleik asitler tek bir zincirden olusabildikleri gibi birbirine sarilmis iki

zincirden de olusabilirler (Lakowicz 2006, Goransson 2005).

Organizmanin genetik bilgisini igeren ve kalitimda rol oynayan organik bir molekiil
olan DNA’nin yapisint Watson ve Crick adli aragtirmacilar 1953 yilinda hazirladiklari
modeller iizerine agiklamaya c¢alismiglardir. Buna gére DNA molekiilii, sarmal seklinde
kivrilmig, iki kollu bir ip merdivenine benzemektedir (Sekil 2.3). Cift zincirli sarmal
molekiiliin iki zinciri, piirin ve pirimidin bazlar1 arasinda yer alan hidrojen baglari tarafindan

bir arada tutulmaktadir (Sinden 1994).

Sekil 2.3. Watson — Crick modeli DNA ¢ift sarmal yapisi

1940’larin sonunda Chargeff ve arkadaslarinin buldugu dort bazin DNA’da farkli
siralamalarda bulunmasi, organizma farkliliklariyla yakindan iligkilidir. Bu bilgiler ¢ok sayida

farkl: tiirlerin DNA’ larindan elde edilmis ve asagidaki sonuglara ulasilmistir.

1. DNA’daki baz siralamasi bir tiirden digerine degisiklik gosterir.

2. Farkli dokulardan izole edilmis ayni tiirlerin DNA 6rnekleri ayni baz siralamasina
sahiptir.

3. Belirli bir tiirlin baz bilesimi; organizmanin yasi, beslenme durumu ya da gevresel

sartlara gére degismez.
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4. Biitiin DNA hiicrelerinde tiir ne olursa olsun
» Adenin miktar1 timin miktarina (A=T)
» Guanin miktar sitozin miktarina (G=C)
» Purin bazlar1 toplami pirimidin bazlar1 toplamma (G+A=C+T) esittir
(Lehninger 2005).

Iki sarmal yapisini1 koruyabilmek igin, iki serit arasinda hidrojen bag1 olusumu ancak
seritlerden birindeki A’in diger seritteki T’e, ya da G’inin C’¢ karsilik geldigi durumlarda

olasidir.

DNA molekiillerinin kopyalanabilme yetenegi vardir. Yani kendilerinin tam
kopyalarini yapabilirler. Bir DNA molekiiliiniin kopyalanmasinda kritik basamak, molekiiliin
seritlere agilmasidir. Ag¢ilma olurken, hiicre ¢ekirdegindeki serbest niikleotitler, iki tek seridin
acilmis kisimlarin baglanir (Sekil 2.4). Her biri, bir eski bir yeni serit igeren yeni bir DNA

ikili sarmal1 olusturur.

Parental Daughter
strands strands

Sekil 2.4. DNA’nin kopyalanmast

2.5. DNA’nin Floresan Uglarla Baglanma Ozellikleri

Basta DNA olmak {izere literatiirde niikleik asit tayini i¢in spektrofotometri,
kemiluminesans (Ding 2008), 1sik sagilmasi, elektrokimya ve kromatografi gibi birgok
yontem Onerilmistir. Bununla birlikte, florimetrik yontemlerle yapilan ¢alismalarda biiyiik bir
artis goriilmektedir (Cao 1999, Zhou 2004, Hu 2007, Li 2007). Niikleik asitlerin dogal
floresans siddetinin ¢ok diisiik olmast nedeni ile floresans emisyonlarinin dogrudan
kullanilmast sinirlidir. Dolayisiyla, florimetrik niikleik asit ¢alismalarinda floresan uglarin

kullanilmasi gerekmektedir (Haugland 2002).
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DNA’nin baglanma tiirleri: DNA’ya baglanma tiirleri ii¢ grup altinda incelenebilir Bu

etkilesimler baglanan tiiriin geometrisine, blylikligiine ve stereokimyasal oOzelliklerine

baglidir (Vijayalakshmi ve ark. 2006).

Elektrostatik etkilesimler: DNA ¢ift sarmalinin dis yiizeyi boyunca gozlenir. DNA
sarmali hem yapisint hem de fonksiyonlarini1 etkileyen negatif yiiklii fosfat gruplar
icermektedir. Floresan madde cift sarmala dis baglanma ile baglandiginda genellikle karsi
iyonlar1 uzaklastirir (Manning 1978, Strekowski ve Wilson 2007). Pozitif yiiklii iyonlar,
DNA’nin negatif yiiklii biiylik bir kisminin nétralize olmasini saglarlar. Organik katyonlarin
DNA ile etkilesimi sonucu fosfat yiikii notr hale gelir ve karsit iyonlar serbest kalir. Bunun
sonucunda DNA yapisinda degisim meydana gelebilir. DNA ile gii¢lii bir sekilde baglanmasi
beklenen kiiciik molekiillerin yapilarinda katyonik bilesenler igermeleri gerekir. Bu tiir
molekiiller, ortamda tuz derisiminin azalmasi ile DNA’ ya daha fazla baglanma gosterirler

(Strekowski ve Wilson 2007). Bu tiir etkilesimler genellikle segici degildir.

Oluklara baglanma: Oluklara baglanma, niikleik asitlerin biiyilk veya kiiglik
oluklarinin birinde yer alan baz ciftlerinin oluga bakan ylizeydeki fonksiyonel gruplari ile
diger molekiillerin dogrudan etkilesimi seklinde gergeklesir (Blackburn GM, Gait MJ 1996).
Oluklara baglanan molekiiller, genellikle A ve T segiciligi gosterenlerdir. Bunun nedeni A-T
bolgelerinin G-C bolgelerinden daha dar olmasi, bu bolgede daha az sterik engel ve daha fazla

elektrostatik potansiyelin olmasidir (Igsel 2013).

Oluga baglanma oldukg¢a giiclii bir baglanma c¢esididir ve bu baglanma molekiil,
DNA’nin oluklarimin birine uygun biyiiklik ve sekilde ise gergeklesir (Neidle 2001).
Interkelasyon ile baglanan yapilardan farkli olarak, oluklara baglananlar, DNA yapisinda
belirgin bir degisime neden olmaz. Kiigiik oluklara baglanan molekiiller, genellikle oluklarin

seklini alacak sekilde (yarim ay) etkilesim gosterirler.
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Sekil.2.5. Oluklara baglanma

Interkelasyon: Interkelasyon, diizlemsel halka sistemine sahip olan bazi molekiillerin
DNA baz ciftleri arasina yerleserek giiclii bir sekilde baglanmasi olarak ifade edilmektedir
(Psomas 2008). Baglanan molekiil ve baz ciftleri arasinda van der Waals kuvvetleri etkindir.
Interkelasyon yapan molekiiller DNA’da giiglii yapisal bozukluklara neden olmaktadir. Bu
bilesikler, DNA’nin ¢ift sarmal yapisin1 bozmaktadir. Interkelasyonun gerceklestigi bolgede
baz ciftleri arasindaki biikiilme acis1 azalir ve biyopolimerin uzunlugu artar. Bu etki

interkelasyon yapan molekiiliin uzaklastirilmast ile ortadan kaldirilabilir (Lerman 1963).
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Sekil 2.6. interkelasyon

2.6. Hidrazonlar

Hidrazonlar, aldehit ve keton smifindan R3jR,C = NNH; yapist iceren organik
bilesiklerdir (Uppal 2011). Bu bilesikler; antimikrobiyal, anti-inflamatuar, analzejik, anti-
fungal, anti-tiiberkiiloz, anti-viral, anti-kanser gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik 6zellikler
gosterirler (Rollas 2007). Literatiirde azometin -NHN = CH- yapisin1 bulunduran birgok
hidrazon bilesikleri sentezlenmis ve bu yapilarin antimikrobiyal aktiflikleri tayin edilmistir
(Nakka 2011). Hidrazon yapisinda triazol i¢eren Shiff bazi, bunlara 6rnek verilebilir. Bu
bilesigin patojenik bakterilere kars1 antimikrobiyal aktifligi tayin edilmistir (Nakka 2010).

/NHZ

N
(Ié
R "Ry

Sekil 2.7. Hidrazon yapisi
Hidrazonlar farkli kimyasal ¢evreye sahip iki azot atomu ve terminal azot atomunun

eslenmemis elektron ¢ifti ile konjuge olmus C = N ¢ift bag icerirler (Narang 2012). Hidrazon

yapisinda bulunan her iki azot atomu da nukleofilik 6zellik gosterir fakat amino yapisinda
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bulunan azot atomu daha reaktiftir. Hidrazon grubunun karbon atomu hem elektrofilik hem de

niikleofilik 6zellige sahiptir.

Organik kimyacilarin vurguladigr diger bir biyolojik aktif grup ise tetrahidrokarbazol
yapilaridir. Tetrahidrokarbazol yapisi, birgok biyolojik aktif dogal iiriiniin yapisinda
bulunmaktadir. Bu bilesiklerin anti-kanser etkileri incelendiginde oldukca yiiksek aktiflige
sahip olduklar1 gortilmistiir. Son yillarda DNA’ya kii¢iik molekiillerin baglama ¢alismalarina
siklikla rastlanmaktadir. Gurova (2009)’nin yaptigi ¢alismada anti-kanser Ozellige sahip
kiigiik molekiillerin anti-kanser ila¢ gelistirme i¢in 6n sart oldugu, DNA’nin bu molekiillere
baglanma seklinde secicilik gosterdigi ortaya konmustur. DNA’nin yapisini degistirmeden
DNA’ya baglanabilen kii¢iik molekiillerin tasarimi1 onkolojik ¢alismalar igin gereklidir ve

kanser tedavisinde giivenli ve etkili bir yaklasim sunabilir.

Antioksidan ozellik tasiyan, 6-hydroksi kromon-3-karbaldehit-(20-hydroxi) benzol
hidrazon’un floresans ve viskozite 6l¢timleri alinmig, DNA ile baglanma ¢alismasi florimetrik
yontemle incelenmistir. Florimetrik titrasyon ile soniim g¢alismasi yapilmis, Fo/F-Derisim
grafikleri ¢izilip Ksv degerleri bulunmustur. Elde edilen veriler yorumlanarak molekiiliin
DNA’ya interkelasyon ile bagli oldugu ve sistematik ¢alismaya uygun oldugu goézlenmistir
(Li 2010).

Diger bir calismada, cesitli hidrazon tiirevleri sentezlenmis ve DNA ile etkilesimleri
incelenmigtir. Aldehit ile modifiye edilmis hidrazin tiirevlerinin ilgi ¢ekici spektral 6zelliklere
sahip oldugu goriilmiistiir. Hidrazonlar DNA ile hizli reaksiyona girdiginden ve DNA’ya
secimli olarak baglandigindan yapilacak soniim ¢aligmalarinda hidrazonlarin avantajli oldugu

anlasilmistir (Cristalli 2012).

Li ve ark. (2006) diger bir ¢alismasinda 2 farkli hidrazon kompleksi sentezlenmistir.
Bu iki tiirevin elektronik absorpsiyon titrasyon spektrumu, floresans spektrumu EtBr ile
yarigmali baglanma calismasi ve viskozite Ol¢limleri alinarak, hidrazonlarla DNA’nin

muhtemel baglanma sekilleri (oluga baglanma, interkelasyon ) arastirilmstir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Floresans ve UV-goriiniir bolge absorpsiyon calismalart 150W ozone-free xenon
lambali Edinburgh Instruments Spectroflorometer FS5 ile yiiriitiildii. Olgiimlerde 1cm’lik

quartz kiivet kullanildi. pH 6l¢iimleri Ohaus Starter 3100 pH metre ile yapilmustir.

Hidrazon sentezinde kullanilan tiim kimyasallar Aldrich Chemical Co. ‘da temin
edildi. Erime noktalar1 dijital erime noktasi cihazi kullanilarak sizdirmaz tiiplerde 6l¢iilmiis ve
diizeltilmemistir. IR spektrumlar1 Nicolet iS 10 spektrometresi ile kaydedilmistir. APT-NMR
ve 1H-NMR spektrumlari, bir Bruker DPX-400 enstriiman ile elde edilmistir. Tiim kimyasal
kayma degerleri 6 (ppm) olarak kaydedildi. Rotamerik hidrojenlerin kimyasal kayma
degerleri, (*) seklinde gosterilerek sunulmustur. Bilesiklerin safligi, silika jel ile kaplanmis

alliminyum levhalar {izerinde, ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilmistir.
3.2. Reaktifler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calisma c¢ozeltileri glinlik olarak stok ¢ozeltiden alinarak ve seyreltilerek
kullamlmistir. Calismalarda destile su  kullanilmistir. Cozeltiler buzdolabinda 4° C’de

saklanmistir. Biitiin reaktifler analitik saflikta ileri saflagtirma yapilmadan kullanilmistir.

Calf Thymus DNA (ct Deoksiriboniikleik asit, ¢ift sarmal, calf thymus, tiir I sodyum
tuzu, Sigma) 6.0x10° M stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. DNA, pH 8’de Tris-HCI tampon
igerisinde oda sicakliginda ¢6ziilmiis, 24 saat tamamen ¢oziinmesi i¢in bekletilmistir. Daha
sonra 4°C de buzdolabinda saklanmistir. Calismalar siiresince tampon ¢ozelti olarak Tris-HCI
pH 8 kullamlmustir. Sentezlenen hidrazon tiirevleri 2.0x10° M derisimdeki stok c¢ozeltileri

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

Baslangi¢ bilesigi, 2,3.,4,9-tetrahidro-1 H-karbazol-3-karbohidrazit, Sarigél ve ark.
(2015) tarafindan gelistirilen metoda gore hazirlanmistir. 15ml etanol igerisinde karistirilan
2,3,4,9-tetrahidro-1 H-karbazol-3-karbohidrazid (0,5 g, 2.2 mmol) ¢ozeltisine salisilaldehit
(2,2 mmol) ilave edilmis, daha sonra karisim, 90-95 °C ye reaksiyon tamamlanincaya kadar
isitilmastir (TLC takibiyle). Karisim, oda sicakligina kadar sogutulup; ¢6ziicli, doner bir
buharlastirici ile uzaklastirilmigtir. Reaksiyon karigimi, su ile muamele edilmistir. Siiziiliip ve

kurutularak istenilen madde elde edilmistir. Sentez tepkimesi Sekil 3.1 ‘de verilmistir.

OH o
0 @COOH 9
N . LN
| H - | H
\
H

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

N

H

Soluk sar1 kat1, verim 85 %, erime noktas1 248-249 °C.

IR spektrumu IR (vma): 3401 (N-H), 3052 (C-H), 2926 (C-H), 2858 (C-H), 1668 (C=0),

cm ™ H
'H NMR spektrumu (400 MHz, DMSO): & = 1.93-1.96 (¢, 1H, CH), 2.11-2.18 (¢, 1H, CH),
2.72-2.95 (¢, 4H), 3.51 (¢, 1H, CH), 6.88-7.61 (¢, 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): 6 = 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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Sekil 3.3 N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazit’in 1H-
NMR spektrumu
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3.4. Yontem

Sentezlenen hidrazon tiirevinin floresans ozellikleri incelenmistir. Tiim deneysel
calismalarda florimetrik titrasyon yontemi kullanilmistir. Floresans 6l¢timler pH 8.0 Tris-HCI
tamponunda kuartz hiicre icerisinde alinmistir. Hiicreye 2x10% M’lik stok hidrazon
¢ozeltisinden ortamdaki derisimi 5.0x10° M olacak sekilde eklenmis ve 6x10°M stok ct-
DNA c¢ozeltisi ile florometrik titrasyon gerceklestirilmistir. 25, 37 ve 45°C’de titrasyon
tekrarlanmistir. AN1 i¢in Aex=360 nm, Aen=480 nm olarak kullanilarak floresans siddeti ve
emisyon spektrumlarindaki degisimler kaydedilmistir. Floresans siddeti, artan DNA derisimi
ile diizenli olarak azalma gostermistir. Farkli sicakliklarda tekrarlanan soniim c¢aligmalarinin
titrasyon verileri Stern-Volmer esitligine gore analiz edilerek tiirevin DNA ile etkilesimi
incelenmistir. Ayrica DNA-tiirev baglanma 6zellikleri UV-goriiniir absorpsiyon spektrumlart,

iyonik siddet ve iyodiir iyonu sonlim etkileri kullanilarak aciklanmaya calisilmistir.

19



4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

DNA kiigiik molekiiller igin kayda deger bir biyoreseptor olup, anti-kanser maddeleri
tasarlamak i¢in 6nemli bir biyolojik hedef olarak kabul edilir. Hidrazonlar anti-kanser, anti-
bakteriyel, anti-fungal gibi 6zelliklere sahip DNA’yla hizli etkilesime gegebilen kiigiik
molekiillerdir. Literatiirde hidrazonlar ile DNA soniim ¢aligmalarinin sayist hizla artmaktadir.
Floresans soniim, DNA’nin ¢esitli boyar maddelerle etkilesimini agiklamak i¢in etkili bir

spektroskopik yontemdir.

Calismada, sentezlenen hidrazon tiirevinin  (N'-(2-hydroksibenzilidin)-2,3,4,9-
tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazit) floresans 6zelligi, DNA’nin bu tiirev {izerinde

gosterdigi floresans soniim ve absorpsiyon 6zelliklerindeki degisimler incelenmistir.

4.1. Floresans Soniim Calismalari

Floresans soniim reaksiyonlarinda, floroforun sondiiriicii molekiille etkilesime girmesi
ile floresans siddetinde azalma goriilmektedir. Hidrazon tiirevlerinin Ct-DNA’nin artan
konsantrasyonlarinda alinmis floresans spektrumlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir. Spektrumdan
anagsilabilecegi gibi ct-DNA eklenmesiyle hidrazon tiirevinin floresans siddetinde diizenli bir
azalma ve emisyon dalgaboylarinda 2-5 nm hipsokromik kayma gozlenmistir. Bant
sekillerinde ise bir degisiklik olmadigi saptanmistir. Cozelti 360 nm’de uyarilmis, emisyon
spektrumundaki degisimler 400 — 600 nm dalgaboyu araliginda kaydedilmistir. Bundan yola

c¢ikarak bu iki molekiil arasinda bir etkilesim oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.1. AN1 hidrazon tiirevinin floresans emisyon siddetine ct-DNA ¢dzeltisinin oda

sicakliginda etkisini gosteren spektrum

Floresans soniim verileri asagida gosterilen Stern-Volmer esitligi ile incelendi.

Fo/F = 1+st[Q]:l+‘Eokq[Q]

Fo ve F, sirasi ile DNA yoklugunda ve varligindaki floresans siddetlerini gosterir. [Q]
sondiiriicii madde olarak DNA dersimidir. Ksv Stern-Volmer soniim sabiti, kq biyomolekiiler
soniim hiz sabiti, 7( ise ortamda sondiiriicii molekiil yokken floresan molekiiliin ortalama

omrudir.

Tiirevin, farkli sicakliklarda (25, 37 ve 45°C) ct-DNA ile yapilan floresans
titrasyonlarindan dogrusal Stern-Volmer grafikleri elde edilmistir (Sekil 4.2 ). Artan ct-DNA
derisimine kars1 Fo/F degerleri grafik eldesinde kullanilarak dogrusal grafiklerin egimlerinden

Ksv degerleri elde edilmistir (Cizelge 1).
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0o 2 4 6 8 10 12 14
[DNA]x10°
Sekil 4.2. 25, 37 45° C’lerde N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-

karbohidrazit’in ct-DNA ile titrasyonundan elde edilen Stern-Volmer grafigi

Statik soniim olayinda sondiiriicii, floroforun aktif bolgesiyle bir kompleks
olusturdugu i¢in soniim sabiti (Kg) sicaklik artisiyla azalmaktadir. Dinamik soniimde ise,
sicakligin artmasiyla birlikte sondiiriicii maddenin difiizyonu arttigi i¢in soniim sabiti
artmaktadir. Ct-DNA soOndiirticii olarak gorev yapar. DNA titrasyonu farkli sicakliklarda
yapildiginda elde edilen sonuglarla ¢izilen Stern-Volmer grafiginden bulunan K, degerlerine
gore sicaklik artarken Ksv degerleri diigmiistiir. Bu da Tiirevin DNA ile muhtemel iligkisinin
statik sonim oldugunu gosterir. S6nim hiz sabitleri (Kg) Ky = 79X kg esitliginden
hesaplanmustir. Literatiire gore, biyomolekiil i¢in 7odegeri, 10® kabul edilmektedir (Wang
2006). Dinamik soniim igin soniim sabitinin st smr1 10°° M™*s™dir. kq degerlerinin 10'°°dan

biiyiik olmasi statik soniim gerceklestigini dogrulamaktadir.

Cizelge 4. 1. Hidrazon tiirevi-DNA sistemi igin Stern-Volmer verileri

T(°C) Lineer Regrasyon Esitligi Ky (M) Kq(M™s™) R?
25 Fo/F = 1,370+ 2,299x10* [DNA] 2,299x10* 2,299x10" 0,9925
37 Fo/F = 1,053 + 1,522x10* [DNA] 1,522x10* 1,522x10™ 0,9910
45 Fo/F = 0,9654 + 1,159x10* [DNA] 1,159x10* 1,159x10* 0,9941
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4.2. Baglanma Dengelerinin Analizi
Statik soniimde, biyomolekiilde bag yapmaya uygun birbirinden bagimsiz ama benzer

kisimlar oldugunu varsaydigimizda tiirev-Ct-DNA sistemleri i¢in baglanma sabitleri ve

baglanma kisim sayilari asagidaki ¢ift logaritma esitligi kullanilarak hesaplanabilmektedir.

log (Fo—F) / F=log Ky + n log[Q]

K: baglanma sabiti

Nn: baglanma kisim sayis1

0,54

0,04

_0'5-

log[(F,-F)/F]

_1'0-

_1'5-

-0,6 -0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2
log[DNA]

Sekil 4.3. 25, 37,45°C’lerde N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-
karbohidrazit’in ct-DNA ile titrasyonundan elde edilen ¢ift-log grafikleri

n, ¢ift logaritma grafiginde elde edilen egrilerin egiminden bulunur. Tiirev i¢in ii¢
farkli sicaklikta ct-DNA ile gergeklestirilen floresans titrasyonlarindan dogrusal ¢ift logaritma
grafikleri elde edilmistir. Sekil 4.3 log (Fo—F) / F degerinin log[Q]’ya kars1 grafige gegirilerek

elde edilen grafiklerini gostermektedir. Sonuglar ise Cizelge 4. 2 ile verilmistir.

n degerlerinin yaklasik 1 olmasi hidrazon tiirevinin DNA ile bir noktadan etkilestigini
gosterir. Sicaklik artig1 ile tiirev-DNA komplekslerin kararliligi arttigr i¢in baglanma

sabitlerinde artis gdzlenmistir.
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Cizelge 4. 2. Hidrazon tiirevi-DNA sistemi i¢in baglanma sabiti K ve baglanma kisim sayisi,
n, degerleri

T (°C) Cift Logaritma Esitligi K (M) n R?
25 log (Fo—F)/F=log 3,461 +0,6093log [DNA] 2,89x10° 0,609 0,9813
37 log (Fo—F)/F=log 4,2624 +0,819log [DNA] 1,83x10* 0,819 0,9841
45 log (Fo—F)/F=log 5,1813 +1,0285log [DNA] 1,52x10° 1,03 0,9934

4.3. Absorpsiyon Calismalari

Hidrazon tiirevinin DNA ile etkilesiminden elde edilen UV-vis absorpsiyon spektrumu
Sekil 4.4°te gosterilmistir. AN1-ct-DNA absorpsiyon spektrumlari ayni miktardaki DNA’nin

absorpsiyon spektrumlari ile kiyaslanmistir.

0,4 N

0,3 1
- AN1+ 5,92x10° M ct-DNA
o
> -5
> 524 AN1+ 2,97x10° M ct-DNA
[7p] ’
o
2
o
[75]
o]
<C

0,1

5,92x10° M ot- NA
2,97x10° M ct-DNAt-
0,0 T

240 280 320 360 400

Dalgaboyu, nm

Sekil 4.4. N'-(2-hidroksibenzilidin)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-3-karbohidrazit’in -
DNA ile etkilesimine ait absorpsiyon spektrumlari
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Spektrumdan eklenen DNA miktarinin artmasi ile absorpsiyon miktarlarinda da artis
oldugu gozlenmektedir. Absorpsiyon bantlarinin seklinde herhangi bir degisiklik s6z konusu
degildir. Absorpsiyondaki artis ve bant sekillerinin ayn1 kalmasi etkilesim tiiriiniin oluga

tutunma oldugunu gostermektedir.

4.4. Tyodiir Tyonu Séniim Calismalar

Interkelatdrlerin altinda ve iizerinde bulunan baz gifleri anyonik sondiiriiciilerin
floresan proba ulagsmasini engellemektedir. Ayni zamanda anyonik sondiiriicii ile DNA fosfat
gurplart arasindaki elektrostatik itme etkisi floresan probun korunmasina yardim etmektedir
(Qui ve ark. 2007). Oluga tutunan floresan problar interkelatorlere gére DNA sarmalinin
icinde bulundugu ¢evreden daha ¢ok etkilenmektedir. Iyodiir iyonu kiiclik floresan molekiiller
icin iyi bilinen dinamik veya ¢arpismali sondiiriiciilerden bir tanesidir. Iyodiir iyonunun
durgun-hal floresans s6niim ¢aligmalari floresan prob ile DNA’nin baglanma tiirii hakkinda ek

bilgi saglamaktadir.

Bu boliimde serbest AN1 ve AN1-ct-DNA sistemi tizerine degisen miktarlarda (0-0.05
M KI) KI ¢ozeltisi eklenerek floresans siddetindeki degisimler izlenmistir. AN1 tiirevinin Ct-
DNA varliginda ve yoklugundaki emisyon spektrumlari sekil 4.5’de gosterilmistir. Ortamdaki
iyodiir derisimi ile orantili olarak ANI1 tiirevinin floresans siddetinde soniim oldugu
gozlenmistir. ct-DNA-ANL1 sisteminin floresans emisyonunundaki soniimiin ise eklenen
tyodiir miktarinin artisi ile arttifi gézlenmistir. Serbest probun soniim oraninin daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Bunun nedeni oluga tutunan problarin interkelatorler kadar iyi olmasa da

DNA sarmali ile kismen korunmalaridir.

Serbest boyanin ve DNA bagli boyanin iyodiir soniim c¢alismalarindan elde edilen
veriler Stern-Volmer esitligine gore grafige gecirilmistir. Sekil 4.6’da serbest ve bagl

problarin karsilastirmali grafikleri goriilmektedir.
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Sekil 4.5. AN1-ct-DNA sisteminin KI varliginda floresans emisyon spektrumu
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Sekil 4.6. Serbest AN1 ve AN1-ct-DNA sisteminin iyodiir soniimiinden elde edilen Stern-
Volmer grafikleri
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4.5. Sodyum Kloriir Soniim Calismalari

Kiictik molekiiller ile DNA’nin baglanma tiirlerinin aydinlatilmasinda ortamin iyonik
siddetindeki degisikligin sistemin floresans siddetine etkisinin incelenmesi etkin
yontemlerden bir tanesidir. Ortamdaki katyon miktarinin artmasit DNA yapisindaki fosfat
gruplari ile baglanacak tiir sayisini arttirmaktadir. Ortamin iyonik siddetinin artmasi ile oluga
tutunan problar ile katyonlar arasinda fosfat gruplari ile yarismali bir etkilesim meydana

gelmektedir.

NaCl kuvvetli bir elektrolit olmas1 nedeni ile deneysel calismalarda ortamin iyonik
siddetini kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismamizda 0,025M - 0,15M
arasinda degisen NaCl c¢ozeltisi ortama eklenerek floresans siddetlerindeki degisiklik
izlenmistir. Artan iyonik siddet ile floresans emisyon siddetinde artis gézlenmistir. Bunun
nedeni iyonik siddetin artmasi ile beraber AN1 molekiilleri ve Na* arasinda fosfat gruplari ile

yarigmali bir etkilesim baslamasi1 ve AN1- ct-DNA etkilesimlerinin zayiflamasidir.

3,0x10° - — AN1
AN1 + NaCl

. 2,5x10°
S
©
T 2,0x10°A
©
)
ur 5
7)) 1,5X10 7
c
©
@ ] &Cl (0,15 M)
5 1,0x10 A AN1+ct-DNA+NaCy0,025M)
o ] 3
i l+ct DNA

5,0x10"

\

400 420 440 460 480 500 520 540

Dalgaboyu,nm

Sekil 4.7. AN1-ct-DNA sisteminin NaCl varliginda floresans emisyon spektrumu

27



4.6. Termodinamik parametreler ve etkilesim tiirleri

Kiiciik molekiiller ve biyomolekiiller arasindaki etkilesimler hidrojen baglari, van der
Waals kuvvetleri ve elektrostatik etkilesimleri igerebilir. Etkilesim tiirliniin belirlenmesinde
termodinamik parametreler (AG, AH and AS) biiyiik 6neme sahiptir. AN1-ct-DNA sistemleri
icin log K (baglanma sabitleri) degerleri ii¢ farkli sicaklik (20, 30 ve 37°C) i¢in hesaplanarak

van’t Hoff esitligine gore, sicakligin tersine kars1 grafige gecirildi.

log K=-AH/2303RT + AS/2,303R

AH ve AS degerleri dogrusal van’t Hoff grafiklerinin egim ve kesim noktas1 degerlerinden

elde edildi. AG, AG = AH —T AS esitliginden hesaplandi.

5,0 1

4,54

log K

4,0

3,5 1

0,0030 0,0035 0,0040 0,0045 0,0050 0,0055

uT

Sekil 4.8. AN1-ct-DNA sisteminden elde edilen van’t Hoff grafigi

Van’t Hoff grafiginden elde edilen esitlik, log K = 0,285 + 941,56 1/T ve grafigin R® degeri
0,9987°dir.
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Cizelge 4.3. AN1-ct-DNA sistemi igin van’t Hoff esitliginden hesaplanan termodinamik
degerler

Tirey  °C  AH (kd/mol) AS (jimolK) AG (kJ/mol)
25 118,03 5,46 119,66

ANL 4 1972
45 19,76

Kiiciik molekiiller ve biyolojik makromolekiiller supramolekiilleri olustururken
genellikle non-kovalent etkilesimler olan hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri,
hidrofobik ve elektrostatik etkilesimleri gosterirler. Termodinamik degerler etkilesimin
kendiliginden olup olmadig1 ve tiirii hakkinda bilgi sunar. AH > 0 ve AS > 0 oldugu takdirde
etkiesim tiirlinlin hidrofobik; AS <0 ve AH < 0 oldugu takdirde hidrojen bagi olusumu ve van
der Waals kuvvetleri; AH < 0 ve AS > 0 olmasi durumunda ise baskin etkilesim tiirliniin
elektrostatik etkilesim oldugu diisiiniiliir (Ross 1981). Elde ettigimiz degerlere gore AN1-ct-
DNA sisteminde biitlin sicakliklarda serbest enerjinin (AG) negatif isaretli olmasi etkilesimin
kendiliginden oldugunu, entalpinin (AH) negatif olmasi ise ekzotermik bir etkilesim oldugu
gostermektedir. AH < 0 ve AS > 0 olmasi ise ortamdaki baskin etkilesim tiiriiniin elektrostatik

etkilesim olduguna isaret etmektedir.
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5. SONUCLAR

@ Tetrahidrocarbazol karboksilat etil esterinin hidrazin hidrat ile reaksiyonu sonucu
tetrahidrokarbazol karbohidrazit bilesigi sentezlendi. Bu bilesigin  hidroksi
benzaldehitler ile reaksiyonu sonucu floresan prob olarak kullanilabilecek yeni
tetrahidrokarbazol yapisina sahip ac¢il hidrazon bilesikleri sentezlendi. Sentezlenen
yeni tiirevlerin kimyasal yapilari 'H-NMR, APT-NMR, UV ve IR spekturumlari ile

karakterize edilmistir.

@ Yapilardan orto- formda olan tiirev (AN1) 300 nm’nin iizerinde uyarma dalgaboyuna
sahip oldugu icin ct-DNA ile baglanma tiirii incelendi. Meta- ve para- formlari ise 280
nm’de uyarilma dalgaboyuna sahip olduklar i¢in i¢ filtre etkisinden dolay1 baglanma
calismalari incelenmedi. Florimetrik titrasyon yontemi ile yapilan ¢alismalar ii¢ farkli

sicaklikta (25, 37, 45°C) yiiriitiildii.

@ Cct-DNA floresans soniimiinden elde edilen Stern-VVolmer grafiklerinden, sicaklik artisi
ile Ksv (soniim sabiti) degerlerinde azalma oldugu goriildii. Buna gore tiirevin ct-DNA
etkilesiminin kompleks olusumuna dayali statik soniim mekanizmasi oldugu sonucuna

varildi.

@ AN1-ct-DNA sisteminin ¢ farkli sicaklikta elde edilen dogrusal ¢ift logaritma
grafiklerinden K, (baglanma sabiti) ve n (baglanma kisim sayisi) degerleri hesaplandi.
Sicaklik artisi ile birlikte kompleks kararliliklar arttigi icin Ky, ve n degerlerinde artis

gorildii.
@ ANI-ct-DNA sisteminin farkli DNA derisimlerinde gostermis oldugu absorpsiyon
degerleri serbest DNA ve serbest floresan prob absorpsiyon degerleri ile karsilastirildi.

Elde edilen degerler etkilesim tiiriiniin oluga tutunma oldugunu gosterdi.

@ Iyodiir séniim calismalar1 ve iyonik siddet degisim ¢alismalari baglanma tiiriiniin

oluga tutunma oldugu sonucunu destekledi.
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@ Termodinamik parametreler kullanilarak baglanma tiirii  belirlendi. Negatif
AG degerleri etkilesimin kendiliginden olustugunu, negatif AH ve pozitif AS degerleri

tirevin ct-DNA baglanmasindaki etkin tiirlerin elektrostatik etkilesimler oldugunu

gosterdi.
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