T.C.
ISTANBUL MEDENIYET UNIiVERSITESI

LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
ADLI BILIMLER ANABILIiM DALI

PSIKO-UYARICI MODAFINIL iLE NUKLEIK ASITLERIN
ETKILESIM MEKANIZMASININ FLORESANS
SPEKTROSKOPISI iLE INCELENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

ESRA OGUZCAN

EYLUL 2020




T.C.

ISTANBUL MEDENIYET UNIiVERSITESI

LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
ADLI BILIMLER ANABILIiM DALI

PSIKO-UYARICI MODAFINIL iLE NUKLEIK ASITLERIN
ETKILESIM MEKANIZMASININ FLORESANS
SPEKTROSKOPISI iLE INCELENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

ESRA OGUZCAN

DANISMAN

PROF. DR. NURIYE AKBAY

EYLUL 2020




BILDIiRIM
Hazirladigim tezin tamamen kendi ¢alismam oldugunu, akademik ve etik kurallari

gozeterek calistigimi ve her alintiya kaynak gosterdigimi taahhiit ederim.

Esra OGUZCAN

Danmigmanligin1  yaptigim isbu tezin tamamen O&grencinin ¢aligmast oldugunu,
akademik ve etik kurallar1 gézeterek calistigini taahhiit ederim.

Prof. Dr. Nuriye AKBAY



IMZA SAYFASI

Esra OGUZCAN tarafindan hazirlanan ‘Psiko-Uyarici Modafinil ile Niikleik Asitlerin
Etkilesim Mekanizmasmin Floresans Spektroskopisi ile incelenmesi’ bashkli bu yiiksek
lisans, Adli Bilimler Anabilim Dalinda hazirlanmig ve jiirimiz tarafindan kabul edilmistir.

JURI UYELERI iMZA

Tez Danismani:

Prof. Dr. Nuriye AKBAY

Istanbul Medeniyet Universitesi
Uyeler:
Dog. Dr. Yelda YALCIN GURKAN

Tekirdag Namik Kemal Universitesi

Dr. Ogrt. Uyesi Dila KAYA

Istanbul Medeniyet Universitesi

Tez Savunma Tarihi: ........ A /201...



OZET

PSIKO-UYARICI MODAFINIL ILE NUKLEIK ASITLERIN ETKILESIM
MEKANIZMASININ FLORESANS SPEKTROSKOPISIi iLE iINCELENMESI

Oguzcan, Esra
Yiiksek Lisans Tezi, Adli Bilimler Anabilim Dali, Adli Bilimler Programi

Danigman: Prof.Dr. Nuriye Akbay
Eyliil, 2020. 60 Sayfa.

Gilinlimiizde psiko-uyaricilar tibbi agidan narkolepsi, uyku bozukluklar1 ve dikkat
eksikligi gibi hastaliklarin tedavisinde, Alzheimer Hastalig1 veya yaslanmanin diger
biligsel tahribatlarina karst bilisi iyilestirmede regeteli kullanilmaktadir. Tibbi
kullanimlarinin disinda yasal olarak askeri alanda verimliligi ve uykusuzluga direnci
arttirma amagli kullanimlar1 goriiliir. Spor miisabakalarinda performans ylikseltme
amagli kullanimlar1 da olduk¢a yaygindir. Uyaricilarin tedavi amagli kullanimlarinda
bagimlilik yapma ve kalict biligsel hasar verme riskleri ise kullanimlarimi

sinirlamaktadir.

Modafinil 1998’de kesfedilmis, bagimlilik etkisi ve metabolik etki mekanizmasi
heniliz aydmlatilamamig bir psiko-uyaricidir. Yaygin kullanilan diger santral sinir
sistemi uyaricilarina (amfetaminler ve metilfenidat gibi) etki agisindan biiytik
benzerlik gosterirken kimyasal Ozellikler1 bakimindan oldukga farklidir. Tedavi
amacl kullantminin gelistirilmesinde etki mekanizmasinin aydinlatilmasi 6nemli yer
tutmaktadir. Bu tez ¢alismasinda modafinil ile ¢ift sarmal DNA (ct-DNA) arasindaki
etkilesim mekanizmasi floresans spektroskopisi, UV-vis spektroskopisi ve viskozite

Olctimleri ile incelenmistir.

Calismada ct-DNA-EB kompleksinin modafinil ile florimetrik tirasyonu verilerinden
Stern-Volmer soniim sabitleri, baglanma sabitleri, baglanma kisim sayilar1 ve AH,

AS ve AG gibi ilgili termodinamik parametreler gesitli sicakliklarda hesaplandi.



Sonuglar modafinil ile ct-DNA arasindaki etkilesimin interkelasyon {izerinden
gerceklestigini ve baskin kuvvetlerin hidrojen bagi ve Van der Waals kuvvetleri
oldugunu gosterdi. Yapilan docking ¢alismalar1 deneysel sonucu destekledi.
Absorpsiyon, iyonik siddet ve viskozite ¢alismalarinin sonuglari modafinil ve ct-

DNA arasinda interkelativ baglanma modunu destekledi.

Anahtar kelimeler: Stern-Volmer, modafinil, floresans soniimii, interkelasyon



ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERACTION MECHANISMS OF PSYCHO-
STIMULANT MODAFINIL WITH NUCLEIC ACIDS BY FLUORESCENCE
SPECTROSCOPY

Oguzcan, Esra

Thesis of MSc, Department of Forensic Sciences

Advisor: Prof. Dr. Nuriye Akbay
September, 2020. 60 Pages.

Today, psycho-stimulants are used medically in prescription to treat diseases such as
narcolepsy, sleep disorders and attention deficit, cognition improvement against
Alzheimer's Disease or other cognitive impairments of aging. Apart from medical
uses, they are used legally in the military field to increase efficiency and resistance to
insomnia. It is also widely used for performance enhancement in sports competitions.
In the therapeutic use of stimulants, the risk of addiction and permanent cognitive

damage limit their use.

Modafinil is a psycho-stimulant that was discovered in 1998 and its addictive effect
and metabolic mechanism of action have not yet been elucidated. While it is very
similar in effect to other common central nervous system stimulants (such as
amphetamines and methylphenidate), it is quite different in its chemical properties.
Clarifying the mechanism of action plays an important role in improving its use for
therapeutic purposes. In this thesis, the interaction mechanism between modafinil
and double helix DNA (ct-DNA) was investigated by fluorescence spectroscopy,

UV-vis spectroscopy and viscosity measurements.

In the study, Stern-Volmer quenching constants, binding constants, binding site
numbers and related thermodynamic parameters such as AH, AS and AG were

calculated at various temperatures from the fluorimetric titration data of the ct-DNA-
Vv



EB complex with modafinil. Obtained results showed that the interaction between
modafinil and ct-DNA occurred via intercalation mode and driven forces are
hydrogen bonding and van der Walls forces. Results of the docking studies supported
the experimental result. Results of the absorption, ionic strength and viscosity studies

supported the intercalative binding mode between modafinil and ct-DNA.

Keywords: Stern-Volmer, modafinil, fluorescence quenching, intercalation
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1.GIRIS

Giintimiizde uyaric1 6zellige sahip maddelerin yasal veya yasal olmayan yollarla
kullanimlar1 birgok alanda karsimiza ¢ikmaktadir. Bu uyaricilardan biri olan psiko-
uyaricilar narkolepsi, uyku bozukluklari, dikkat eksikligi ve hiperaktivite gibi
hastaliklar dahil olmak {izere bir dizi hastaligin tedavisi i¢in genis Olclide regete
edilir. Tedavi amagli kullanimlarinin disinda yasal olarak askeri alanda verimliligi ve
uykusuzluga direnci artirma amaglh kullanilmaktadir. Biligsel gelisimi artirmak,
akademik olarak basar1 elde etmek ve spor miisabakalarinda performans yiikseltmek
icin yasa dist kullamimlari da olduk¢a yaygindir. Spor miisabakalarinda yasal
olmayan yontemler ile performansi iist seviyeye ¢ikarmak i¢in eski zamanlardan beri
giindemi mesgul etmistir. Bu konuda denetimin saglanabilmesi i¢in Diinya Anti-
Doping Ajans1 (WADA) kurulmus ve WADA tarafindan doping etkisi yapan bir¢ok
madde yasaklanmistir. Yasaklanan bu maddeler igerisinde 64 tane de uyarici madde
bulunmaktadir. Bir maddeyi wuyarict olarak smiflandirmak i¢in bir kriter
bulunmamaktadir. Bununla beraber bir maddeyi uyarici ajan olarak siniflandirmak
icin spor baglaminda bazi kurallar vardir. Uyar:c: kelimesi genellikle merkezi sinir
sistemini (MSS) uyaran, zihinsel fonksiyon ve davranis iizerinde belirgin bir etkiye
sahip olan, heyecan ve ofori (cosku) lireten, yorgunluk hissini azaltan ve motor
aktivitede bir artig gosteren ajanlar1 ifade eder (Deventer, Roels, Delbeke, Eenoo ve
Van, 2011).

Modafinil, narkoleptik smifa ait, WADA tarafindan yasaklanan psiko-uyarici bir
ilagtir. Kimyasal adi1 2-[(Diphenilmetil)-siilfinil] asetamid olan modafinil, Cephalon
tarafindan iiretilmis ve Aralik 1998'de ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan



narkolepsi, vardiyali is uyku bozuklugu ve obstriiktif uyku apnesi ile iligkili asiri
gindiiz uykusu tedavisi i¢in onaylanmig, daha sonraki yillarda dikkat
eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (DEHB) tedavisinde de kullamilmistir (Bijithra,
Ragan ve Shanmugasundara, 2016). Ayrica hastalia bagli yorgunluk, dikkat
eksikligi bozuklugu, Alzheimer Hastalig1, yasa bagl hafiza zayiflamasi, depresyon,
sizofrenide bilissel bozukluk, anestezi sonrasi durgunluk gibi problemlerde de
denenmistir. Etki mekanizmasi heniiz aydinlatilmamis olmakla beraber diger uyarici
ilaglardan farkli oldugu diisiiniilmektedir (Alacam, Basay, Tumkaya, Mart ve Kar,
2018). Modafinilin etkisini noradrenerjik (alfa-1 aktivasyonu reseptorleri) ve
dopaminerjik norotransmisyon tizerinden gosterdigi bilinmektedir (Stone, Cotecchia,
Lin ve Quartermain, 2002; Mereu, Bonci, Newman ve Tanda, 2013). Minzenberg ve
Carter’e (2008) gore uyanikligi ve etkinligi tesvik eden ozellikleri ¢gogunlukla bu
noromediyatorler tzerindeki etkileri ile iliskilidir. Amfetamin benzeri etkiler
gosteren modafinilin kotiiye kullanim potansiyeli daha diisiik kabul edilmektedir.
Dopaminerjik aktivitesi ve diislik kotiiye kullanim potansiyeli nedeniyle, modafinil
kokain bagimliligi tedavisinde, meth-amphetamine kotiiye kullaniminda ve alkol
bagimlilarinin  bozulmus bilissel fonksiyonlarinin diizeltilmesinde kullanilmistir

(Anderson ve digerleri, 2009;Shearer ve digerleri, 2009;Schmaal ve digerleri, 2013).

DNA-kiigiik molekiil etkilesimleri, ilag, molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve tip
alaninda yapilan DNA ile ila¢ etkilesimi arastirmalarinda biiylik 6nem tagimaktadir.
DNA’nin kendine 6zgii yapist nedeniyle organik ve inorganik molekiiller yapiya
baglanir veya yapisinin i¢ine katilarak etkilesime girer. Bu durum DNA ile ilaglarin
baglanma tiiriiniin anlasilmasi i¢in birgok yontem gelistirilmesine sebep olmustur. Bu
yontemlerden biri olan florimetrik analizler hizli, hassas, basit ve rahat uygulanabilir
olmasi1 yoniinden son yillarda kii¢iik molekiil-DNA etkilesimlerinin arastirilmasinda
oncelikli olarak tercih edilmektedir. DNA’nin dogal floresansinin ¢ok diisiik olmasi
DNA-kiiciik molekiil etkilesimlerinin incelendigi analitik caligmalarda bir dis
florofor gerektirmektedir. Bu calismada modafinil-DNA etkilesimi floresans ve UV-

abs spektroskopileri ile incelenmistir.



2. GENEL BILGI

Liiminesans, elektronik olarak uyarilmis bir tiirden gelen ultraviyole, goriiniir veya
kizilotesi fotonlarin emisyonudur. Latince’den gelen liiminesans (liimen=is1k)
kelimesi ilk kez fizik¢i ve bilim tarih¢isi Eilhardt Wiedemannin tarafindan 1888’de
yalnizca sicaklik artisi ile iliskilendirilmeyen tiim 151k fenomenlerini tanimlamada
kullanilmistir. Liiminesans, uyarilma esnasinda kullanilan enerji kaynagina gore

smiflandirilir (Valuer, 2002: 3).

Ultraviyole (UV) veya goriiniir bolgeden bir 1gimanin foton absorpsiyonunda enerji
kaynagi olarak kullanilmasi sonucu uyarilma saglanirsa gozlenen liiminesans olayi
fotoliiminesans olarak adlandirilir. Fotoliiminesans; uyarilmis bir singlet sistemden
temel haldeki singlet bir sisteme ge¢is sirasinda gergeklesirse floresans, uyarilmis bir
triplet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gecis sirasinda gerceklesirse
fosforesans olarak ifade edilir. Floresans emisyonlari, uyarilmis haldeki elektronun
temel haldeki ters yonlii elektronun orbitaline donmesi ile gergeklesir ve spin izinli
gecislerdir. Fosforesans emisyonlarinda ise uyarilmig diizeydeki elektron ile temel
haldeki elektron ayni yonliidiir ve gegisler spin-yasaklidir. Analit yapisinin nicel ve
nitel analizinde absorpsiyon yontemlerine gore daha duyarli ve bilgi verici olmasi
nedeniyle dzellikle floresans ydntemler yaygin kullanima sahiptir (Ozkan, 2016: 3).
Sekil 1°de 1s1k-madde etkilesimi sonucunda gerceklesmesi olasi siiregler ile floresans

ve fosforesansin 1sik-madde etkilesim gergevesindeki yeri goriilmektedir.



Isik-madde
etkilesimleri

Sacilma

Absopsiyon
-/ \ \l / Floresans
Elastik inelastik Fotoliiminesans
(Rayleigh) (Raman) ™ Fosforesans

Elektroliiminesans
Termoliiminesans
Kemiliiminesans
Biyoliiminesans

Liiminesans

Sekil 1. Floresans ve Fosforesansin Isik-madde Etkilesim Cergevesindeki Yeri

Liiminesans Kimyasal tepkime sonucunda gerceklesiyor ise Kkemiliiminesans,
elektrokimyasal bir reaksiyon sonucunda gerceklesiyor ise elektroliiminesans,

biyolojik tepkime iirlinii ise biyoliiminesans olarak tanimlanmaktadir.

2.1 Jablonski Diagrami

Isigin  absorpsiyonu ve emisyonu arasindaki siirecler genellikle Jablonski
diyagramlari ile ifade edilmektedir. Birgok farkli formda kullanilan diyagramlar
uyaritlmis  enerji  diizeylerinde  olusabilecek  ¢esitli  molekiiler siirecleri
gorsellestirmektedir. Diyagramlar floresansin babasi olarak nitelendirilen Profesor
Alexander Jablonski’nin adi ile anilmaktadir (Lokowicz, 2006:3-4). Sekil 2’de

Jablonski diyagraminin bir 6rnegi goriilmektedir.
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Sekil 2. Jablonski Diyagrami

Singlet temel, birinci ve ikinci elektronik diizeyler sirasi ile So, S1 ve S ile gosterilir.
Floroforlar bu elektronik enerji seviyelerinin her birinde 0, 1, 2, vb. ile gosterilen
biitiin titresim enerji seviyelerinde bulunabilir. Jablonski diyagrami incelendiginde,
emisyon enerjisinin tipik olarak absorpsiyon enerjisinden daha az oldugu goriiliir. Bu
nedenle, floresans emisyonu uyarilmaya gére daha uzun dalga boylarinda meydana
gelir. Bu fenomen Stokes kaymasi olarak tanimlanir. Coziicii etkileri, uyarilmis hal
reaksiyonlari, kompleks olusumu veya enerji transferleri Stokes kaymalarinin baslica

nedenleridir (Lokowicz, 2006: 5).

Sekil 2” de verilen Jablonski diyagraminda goriildiigii 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
iiste cakigsmasina olanak saglayacak kadar yakin ise, iki uyarilmis singlet enerji
diizeyi icin gosterilen ve fazla enerjinin 1s1 seklinde atildig1 i¢ doniisiim olayi
gerceklesir. Bir elektronik enerji diizeyinde, titresim enerji diizeyleri arasinda

gerceklesen 1s1masiz gegis sonucu iSe titresim durulmas: meydana gelir.

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
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bir bi¢imde gergeklesen bu olayda iist orbitaldeki elektronun spini ters ¢evrilir. Bu
olaya sistemler arasi gegis denir. Uyarilmig bir molekiilin ¢oziicii veya diger
¢Oziinen molekiiller ile etkilesim sonucunda i1simasiz temel hale donmesi dis

doniigiim olarak adlandirilir.

Floresansin emisyon hiz1 yaklasik 108 sn? ve tipik bir floresans dmrii ise 10 ns
(10x107° s) olarak bilinmektedir. Fosforesansin emisyon hizi floresansa gore daha
yavastir. Fosforesans hizi 103-10° sn! 6mrii ise saniye cinsinden milisayinedir.
Floresans olay! sistemi uyaran 1sima ortadan kalkinca 108-10%° s kadar daha
siirerken, bdyle bir durumda fosforesans 102-10° s kadar daha devam eder
(Lokowicz, 2006:5; Fleming, 2017).

Floresans emisyonunda isimanin kuvveti kuantum verimi ile ifade edilir. Yayilan
foton sayisinin absorplanan foton sayisina orani fotoliiminesans kuantum verimi

olarak tanimlanir.

Spektroskopik yontemler arasinda floresans spektroskopisi goreceli olarak yeni bir
metoddur (Skoog, Holler ve Crouch, 2016). Maddenin floresans emisyonunun
incelenmesi ve takibi tizerine gelistirilen yontem absorpsiyon spektroskopisine
nazaran duyarli ve seg¢ici olmasi nedeni ile hizla kullanim alanlarni arttirmistir.
Floresans spektroskopisinin kullanim alanlarina biyoteknoloji, adli tip, genetik
analizler ve DNA zinciri ile ilgili ¢alismalar 6rnek verilebilir (Fleming, 2017,
Lokowicz, 2006).

2.2 FLORESANS EMiSYONUNA ETKi EDEN FAKTORLER

Floresans emisyonuna etki eden iki biiytik faktor vardir;

1. Molekiiliin yapisal 6zelligi

2. Molekiiliin ¢evresi

2.2.1 Yapisal Faktorler

n-elektron sisteminin etkisi: Floresan maddelerin biiyiik bir kismi aromatik yapilar
icerir. Alifatik bilesiklerden doymamishik oram1 olduk¢a yiiksek olan bazi
molekiillerin de floresan 6zelligi oldugu bilinmektedir. Genel olarak yapida m-

elektron sisteminde artis absorpsiyon ve floresans emisyon spektrumlarinin uzun
6



dalgaboylarina kaymasina, kuantum veriminde ise artisa sebep olmaktadir. Aromatik
hidrokarbonlarin en diisiik enerjili gecisleri m-m* gegisleridir ve bu gecisler yiiksek
molar absorptivite katsayilar1 ve goreceli yiiksek kuantum verimleri ile karakterize

edilir.

Fonksiyonel grup iceren aromatik hidrokarbonlar: Fonksiyonel gruplarin aromatik
hidrokarbonlarin floresans 6zelliklerine etkileri olduk¢a karmasiktir ve genellemeler
cok dikkatli yapilmalidir. Hem fonksiyonel grubun yapist hem de pozisyonu bu
karakteristikleri degistirebilir. I¢ agir atom bulunduran yapilarda genellikle sistemler
aras1 gecis ihtimali arttif1 icin floresans soniimii gozlenir. Bu etki kuantum verimi
oldukga yiiksek olan yapilarda daha diisiik gézlenir. Bununla beraber kuantum verimi
cok diisiik olan yapilarda da tam tersi olarak sistemler aras1 gecis verimi diisiik
olacagindan agir atom etkisi diigiik olabilir. Elektron-itici fonksiyonel gruplar molar
absorpsiyon katsayisinda artisa neden olarak hem absorpsiyon hem floresans
spektrumlarinda kaymaya neden olur. Bununla beraber spektrumlarda bantlar ana
molekiile oranla daha genis ve yapisal bozulmaya ugramis olur. Elektron-gekici
fonksiyonel gruplar igeren yapilarda durum biraz daha karmasik olabilir. Coziicii
polaritesine gore gosterdikleri floresans verimi degisiklik gosterebilir (Valuer,
2002:11).

Yapisal Kanhk (Rijidite) Etkisi: Floresans oOzelliklerini etkileyen yapisal
etmenlerden bir tanesi olan rijidite molekiiliin esnek olmama durumuna denir.
Molekiiler katilik, hareket serbestligini azalttigi icin sistemler arasi gegisler ve
molekiiller aras1 ¢arpismalar gibi 1s1masiz gecis olasiliklarini azaltir. Bu nedenle,
yapinin sabit ve hareketsiz olmasi floresans 6zelligini artirir. Yapisal katiligr yiiksek
olan molekiiller yapisal katihig1 diisiik olan benzer molekiillere gore daha diisiik
siddetli floresans emisyonu gosterirler. Ornegin, floresein ve fenolftalein yapisal
olarak cok benzer olmalarina ragmen floresein kuvvetli floresans 6zellik gosterirken,

fenolftalein floresans 6zellik gostermemektedir.

2.2.2 Cevresel Faktorler

Floresan oOzellik gdsteren molekiillerin biiylik kismi mikro ¢evrelerine yiiksek

duyarhilik gosterir.



Sicaklik ve Viskozite Etkisi: Uyarllmis molekiillerin carpisma olasiligi sicakligin
artmasi ile orantili olarak artmaktadir. Bu nedenle, sicakligin artmasi ile kuantum
verimi azalmaktadir. Diisiik sicaklikta ve yliksek viskoziteli bir ortamda ise dinlenme

zamani, uyarilmis durumun émriinden daha uzun olmasi floresansi artirmaktadir.

Coziicii: Kullanilan c¢oziictilerin molekiil ile etkilesimleri, maddenin floresans
ozellikleri iizerinde nemli etki gdstermektedir. Ornegin, bazi aromatik karbonil
bilesikleri diisiik seviyede n-n* gecislerine elverisli olmalar1 nedeni ile makul bir
kuantum verimine sahiptir. Bununla birlikte, enerji farki oldukga kiigiik olan bir n-ri*
seviyesi varsa floresans kuantum verimi biiyiikk Olgiide ¢oziicliniin polaritesine
baghdir. Aslinda baz1 ¢oziiciilerde n-n* diizeyinin enerjisi, m-m* diizeyinin
enerjisinden daha diisiik olabilir. Coziiciinilin polaritesi ve hidrojen bagi yapma giicii
arttiginda, n-n* diizeyi daha yiiksek enerjiye, n-n* durumu ise daha diisiik enerjiye
kayar. Bu nedenle, polar ¢oziiclilerde yogun floresans emisyonu ve polar olmayan

coziiciilerde zayif floresans emisyonu gozlenebilir.

pH etkisi: Isig1 absorplayan bir molekiiliin asidik ve bazik ozellikleri temel ve
uyarilmis hallerde ayni degildir. Uyarilma nedeniyle elektron yogunlugunun tekrar
diizenlenmesi bu gozlemin sebeplerinden biri olabilir. En ilging durumlardan biri
asitlerin ve bazlarin uyarilmis halde temel hale gore daha kuvvetli olmalaridir. Boyle
durumlarda uyarilmanin foton indiiklenmis proton transferini tetiklemis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin, bir proton verici grubun asidik karakteri (bir aromatik
halkaya bagli OH grubu) uyarilma iizerine gelisebilir, boylece uyarilmig durumda bu
grubun pK* degeri, temel durumdaki pK degerinden ¢ok daha diisiik olur. Aym
sekilde, uyarilmis durumdaki bir proton alici grubun (heterosiklik nitrojen atomu)
pK* degeri, temel haldeki pK degerinden ¢ok daha yiiksek olur. Kisacasi
molekiillerin temel ve uyarilmig haldeki asidik ve bazik o6zellikleri sonucu hem
absorpsiyon hem floresans spektrumlari pH’ya baghdir. Ornek olarak fenol ve
anilinin notr, asidik ve bazik ortamlardaki farkli 6zellikleri gosterilebilir. Fenol notr
ortamda floresans gosterirken bazik bir ortamda floresans gostermez. Anilin ise notr
ve bazik ortamda goriiniir bolgede floresans emisyonu yaparken, asidik ortamda

floresans 6zelligi kaybolur.



2.3 FLORESANS SONUM

Floresans soniim 6rnegin floresans siddetini diisiiren biitiin siiregleri tanimlamak igin
kullanilir.  Uyarilmis enerji  diizeyi reaksiyonlari, molekiiler oryantasyon
degisiklikleri, enerji transferleri, temel hal kompleks olusumu ve ¢arpismali soniim
floresans soniime neden olan molekiiler etkilesimlere oOrnektir.  Florofor ve
sondiiriici molekiil arasinda carpismadan kaynaklanan soniim ¢arpismali veya
dinamik soniim olarak adlandirilir. Florofor ile sondiiriicii molekiil arasinda bir
baglanma sonucu gerceklesen sonlim ise statik séniim olarak adlandirilir. Floresans

soniim verileri Stern-Volmer esitligi (1) ile incelenir (Lakowicz, 2006).

Fo/F = 1+Ksy[Q] = 1 +70kq[Q] 1)

Fo: Sondiiriicli molekiil yoklugundaki floresans siddeti
F : Sondiiriici molekiil varligindaki floresans siddeti
[Q]: Sondiiriicii maddenin derisimi

Ksv: Stern —Volmer soniim sabiti

Kq: Bimolekiiler soniim sabiti

70: Sondiiriicii molekiil yoklugunda floresans 6mrii

Hem dinamik hem statik soniimde florofor ile sondiiriicii molekiil arasinda bir
etkilesim olmaktadir. Bu durum 6zellikle biyokimyasal sistemlerde floresans soniimii
kiymetli bir ara¢ haline getirmektedir. Dinamik soniim sirasinda sondiiriicii
molekiiller, florofora uyarilmig haldeki 6mrii siiresince niifuz eder. Florofor ve
sondiirticii arasindaki etkilesim tizerine florofor foton emisyonu olmaksizin temel
hale doner. Burada genellikle floroforda kalici bir degisim gergeklesmez. Florofor ve
sondiiriicii molekiil arasinda floresans olmayan bir temel hal kompleksi olusmasi
sonucu ise statik soniim meydana gelir. Bu kompleks 1s1may1 absorpladiginda vakit

kaybetmeksizin 1s1masiz gecis yolu ile temel hale doner.

Etkilesim mekanizmas1 farkli sicakliklarda yapilan floresans Olclimlerine gore
aydinlatilabilir. Dinamik soniim molekiiler difiizyona baglhdir. Genellikle ytliksek

sicakliklarda daha biiyiik difiizyon katsayilari elde edilir. Bu nedenle sicaklik artis:
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ile beraber bimolekiiler soniim sabitinde de artis beklenir. Buna karsilik statik

sontimlerde sicaklik artig1 ile beraber komplekslerin kararliliklar1 azalacagi igin

yiiksek sicakliklarda diisiik soniim sabitleri elde edilir. Dinamik sonim igin

literatiirde tanimlanan bimolekiiler hiz sabiti st sinirt 2.0x10° Lmol*’dir. Daha

yiiksek degerler kompleks olusumu yoniinde yorumlanmaktadir. Dinamik séniim ve

dinamik-statik birlesik soniim durumlarinda beklenen Stern-Volmer grafikleri Sekil
3’de goriilmektedir (Stevens, 1971; Lokowicz, 2006; Ramana ve digerleri, 2016).

(a) (b)

-1)/1a)

-
-
- -

> S——

Eglm- Ko Ks

Fo/F
Fo
F
|

o To
c T e Ko+ Kg

Kago

1 o -

B U SR S N — | R A%

(@] (@]

) e 2N B

Sekil 3. Dinamik(a) ve Statik(b) Soniimlerin Sicakliga Bagli Grafikleri(Lokowicz,

2006:280).

2.4 Floresan Maddeler

Floresan 6zellik gosteren maddeler floresan prob, floresans ug veya florofor olarak

adlandirilir. Floresan problar 6zelliklerine gore iki ana gruba ayrilir.

Intrinsik (i¢c veya dogal) problar: Bunlar dogal floresan maddelerdir. Diger
molekiiller ile etkilesimleri incelenirken molekiillerin kendi floresans
Ozellikleri iizerindeki degisiklikler incelenir. Aromatik amino asitler,
flavinler, klorofil tlirevleri bu gruba 6rnektir.

Ekstrinsik (dis) problar: Floresan 6zellik gostermeyen yapilara baglanarak
etkilesimlerin incelenmesine olanak saglayan floresan problardir. Etkilesimler
kullanilan dis problarin floresans 6zelliklerindeki degisikliklerin izlenmesi ile
gergeklestirilir. Dansil kloriir, floresein, kumarin ve rodamin dis problara

ornek olarak verilebilir.
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Lokowicz’e (2006) gore floresan problar biyoanalitik uygulamalarda, immiino-
florimetrik tekniklerde ve biyomolekiil isaretleme tekniklerinde olduk¢a sik
kullanilmaktadir (Lokowicz, 2006).

2.5 NUKLEIK ASITLERIN OZELLIKLERI VE FLORESAN PROBLAR iLE
ETKILESIM TURLERI

Canli organizmalarin neredeyse tamamin lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve su
olusturmaktadir. Genetik bilgi aktarimini saglayan niikleik asitler canli
organizmalarin yaklasik %1°lik kismini olusturan bilesikler arasindadir. Niikleik
asitler, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) olmak iizere iki
gruba ayrilir. Niikleik asitler niikleotid adi verilen yapitaslarindan meydana gelen
polimer yapilardir. Niikleotidler bir fosfat grubu, pentoz sekerleri ve bir azotlu
bazdan olusurlar. Azotlu bazlar olarak adlandirilan grup purin ve pirimidin olarak iKi
ana yapida bulunur. Purin, bazlar1 olan adenin (A) ve guanin (G), 6 tiyeli halkaya
bagli 5 iiyeli iki halkasal yapinin kaynasmasindan olusurken; pirimidin bazlari1 olan
urasil (U), timin (T) ve sitozin (C) 6 iiyeli halkadan olusurlar. Timin, DNA’ya 6zgiin
bir bazdir. Adenin ile timin aralarinda iki hidrojen bag, guanin ve sitozin aralarinda
i¢c hidrojen bag yaparak birbirlerini tamamlarlar (Caymaz, 2019;Lokowicz, 2006).

Purin, pirimidin bazlar1 ve pentoz sekerlerinin yapilari Sekil 4’de goriilmektedir.

NHz NH, 0

=) NH N H MNH
{" T ‘i)L [L |

M ’"““p y "LQ‘ N D M 'J%I:I
H
Admjn Guanin Smjzm Timin Urasil
\. J o S
s N
Purin Pirimidin
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Pentoz gekerlen

Sekil 4. Purin, Pirimidin Bazlar1 ve Pentoz Sekerlerinin Yapilari

DNA’nin bugiin kabul edilen sekli ¢ift sarmaldir ve yap1 1953 yilinda Francis Crick
ve James Watson tarafindan 6nerilmistir. Bu da modern ¢agin en 6nemli olaylarindan
biri olarak kabul edilmektedir. Bu arastirmalari, Maurice Wilkins ve Rosalind
Franklin’in DNA’nin X-1s1n1 kirmimi ¢alismalari ile Erwing Chargaff’in niikleik
asitlerde purin ve pirimidin bazlarmin diizeni ile ilgili calismalar1 izlemistir. Bu

bazlarin diizenine baz-eslesme kurali denir ve asagidaki gibi ifade edilir.

1. Adenin miktari timin miktarina esittir. (A=T)
2. Guanin miktar sitozin miktarina esittir. (G=C)
3. Purin bazlar1 toplami pirimidin bazlar1 toplamin esittir. (G+A=C+T)

Cift sarmal DNA yapis1 ve kisimlari Sekil 5’de goriilmektedir.

[ A>T |

[ AD)T | ,
D adenin
[ timin
[ guanin

u W sitozin

| T<CA]

hidrojen baglan

DNA Zinciri  DNA'min Sarmal Yapisi

Sekil 5. Niikleik Asiti Olusturan Kisimlar
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Cift sarmal yapisin1 koruyabilmek i¢in, iki zincir arasinda hidrojen bag olusumu
ancak zincirlerden birindeki A’nin tamamlayict zincirdeki T’e ya da G’in C’e
karsilik geldigi durumlar da olasidir. A ile C goreceli kiiciik molekiiller
olduklarindan birbirlerine yeteri kadar yaklasamayacaklardir. G ve A’in karsilikl

bulunmalar1 da molekiillerin fazla biiyiik olmalar1 nedeni ile olast degildir.

2.6 DNA’NIN FLORESAN PROBLARLA BAGLANMA OZELLIKLERI

Biyolojik molekiillerin tanimlanmasi i¢in kullanilan yontemler arasinda floresans
spektroskopisi goreceli olarak kolay uygulanabilir, ucuz ve hizli bir yontemdir. Bu
Ozellikleri nedeni ile 6zellikle niikleik asit kiiciik molekiil etkilesimlerinde yapilan
calismalarda sikca gormekteyiz. Niikleik asitlerin dogal floresans emisyonlarinin
analitik caligmalara olanak verecek kadar yiiksek olmamasi niikleik asit
caligmalarinda floresan problarin kullanilmasini gerektirmektedir (Hoffmann ve
Bischoff, 2002:322). Bir molekiiliin DNA ile etkilesim karakteristikleri incelenerek
DNA’nin yapt ve fonksiyonlari, protein-niikleik asit etkilesimi, DNA-ila¢
etkilesimleri agiklanabilir. Giinlimiizde etkinligi daha yiiksek DNA hedefli ilaglarin
tasarlanabilmesi i¢in DNA-kiicik molekiil etkilesimlerinin aydinlatilabilmesi
zorunludur. Simdiye kadar gelistirilmis olan etkin DNA problarindan bazilar1 Sekil
6’da goriilmektedir.

T LS o S e
— —pN+ TN=
N Br- \ + + /
SN G e O
H H

Etidiyum bromiir Etidiyum homodimer
518 /605 nm 528 /617 nm
= NH
-0
(CH3)2N T+ N(CH,), HzN N NH,
H NH
Acridin oranj DAPI
500 /526 nm DNA 355/461 nm
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Sekil 5. Cesitli Floresan DNA Problarinin Yapisi.

Kiiciik molekiiller DNA ile tersinir olarak ii¢ temel mod iizerinden etkilesime girer:

e clektrostatik dis baglanma;
e interkelasyon;

e major veya minor oluga tutunma.

Elektrostatik dis baglanma: DNA sarmali hem yapisini hem de fonksiyonlarini
etkileyen negatif ytuikli fosfat gruplari icermektedir. DNA nin negatif yiiklii fosfat
gruplartyla Na™ ve Mg*? gibi pozitif yiiklii iyonlar DNA’nimn biiyiik bir kisminin
notralize olmasini saglar ve karsit iyonlar serbest kalir (Strekowski ve Wilson,
2007:3-4). Bunun sonucunda DNA yapisinda ayrilmalar gerceklesebilir. Bu tiir

etkilesimler genellikle secici degildir. Interkelasyon ve oluga baglanma gdsteren
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bircok kiiciik molekiil bu etkilesimlerin yani1 sira elektrostatik etkilesimi de

biinyelerinde bulundurur (Sekil 7.a).

Interkelasyon: interkalasyon hipotezi, kiigiik molekiiliin DNA’nin bitisik baz ¢iftleri
arasina interkelatif bir sekilde yerlestigi temeline dayanir. Interkelasyon yapan
yapilar genellikle diizlemsel ve aromatik yap1 icermeleri ile karakterize edilir. Cok
sayida antibiyotik, antibakteriyel ve anti-tiimor ilag diizlemsel heteroatomik halka
sistemine (kromofor) sahiptir. Bu temel yapisal 6zellik, bir baz ciftinin kendisi ile
yaklasik olarak ayni boyutta olan, tipik olarak ii¢ kaynasmis alt1 iiyeli halkadan
olusan bir kromoforun DNA baz c¢iftleri arasina girerek interkelasyon yapmasina
imkan saglar (Sekil 7.b). Kromofor molekiil ve baz giftleri arasinda van der Waals
kuvvetleri etkindir ve interkelasyon sonucunda DNA sarmalinda genisleme ve kiiciik

degisimler meydana gelir.

Oluga baglanma: Molekiillerin DNA ile etkilesimlerinde oluga baglanma minor
oluklara baglanma ve major oluklara baglanma olarak iki sekilde gerceklesir. Kiigiik
molekiiler genellikle minor, protein gibi biiylik molekiiller ise major oluklara
baglanir (Hoffmann ve Bischoff, 2002:327). Oluga baglanan molekiiller genellikle
A-T bolgelerine baglanma egilimindedirler. Bunun nedeni ise minor oluk olarak
adlandirilan A-T boélgelerinin daha dar olmasi, bu bolgede daha az sterik engel ve
daha fazla elektrostatik etkilesim potansiyelinin olmasidir. Interkalasyon ile baglanan
yapilardan farkli olarak oluga baglanmalar DNA yapisinda belirgin bir degisiklige
neden olmaz (Ozkan, 2016: 12). Minor oluga baglayicilar genellikle yarim ay
seklinde katyonik ligandlardir (Sekil 7.c).
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[Ehkmmﬁk Etkilesim | :intelfkelasyon: Oluga Baglanma

Sekil 6. DNA ve Kiigiik Molekiillerin Baglanma Tiirleri.

2.7 MODAFINIL

Merkezi sinir sistemi uyaricilart (MSS) esas olarak narkolepsi tedavisinde kullanilir.
Metilfenidat, amfetamin gibi MSS uyaricilari  narkolepsi ve  dikkat
eksikligi/hiperaktivite bozukluklar1 (DEHB) i¢in kullanilsa da narkoleptik hastalarin
cogunda giindiiz asir1 uyku halini (EDS, excessive daytime sleepiness) kontrol etmek
icin etkili degildir. Bununla birlikte, bu bilesiklerin potansiyel bir bagimlilik ve
tolerans riski olmasi nedeniyle bagka ilaglarin gelismesine sebep olmustur.
Arastirmalar sonucu ilk olarak 1994 yilinda Fransa’da benzeri olmayan bir psiko-
uyarict al-adrenoresoptor agonisti olan modafinil iretilmistir. Uyarict 6zelliginin
olmasi, tolerans iireten etkilerinin olmamasi ve diisiik toksisite nedeniyle kismi veya
toplam uyku yoksunlugu igeren uzun siireli veya araliksiz operasyonlarda silahli
kuvvetler tarafindan kullanilmistir. 1998 ve 2003 yillarinda ise vardiyali ¢alisma
uyku bozukluklari, obstriiktif uyku apnesi/hipopne ve narkolepsi tedavisi igin
Amerika Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir (Ramachandra,
2016:486).
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2007 yilinda FDA tarafindan modafinilin R-izomeri olan armodafinil asirt uykululuk
tedavisi ve bir uyarma tesvik edici ajan oldugu kabul edilmistir (Chandasana, Kast,
Bittman, Derendorf ve Hartmut, 2018).

2.7.1 Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri

Modafinil kimyasal adi 2-[(difenilmetil)-siilfinil] asetemit olan, narkoleptik sinifina
ait psiko-uyarict bir maddedir. A¢ik yapist Sekil 8’de goriilen modafilin molekiil
formiilii CisH1sNO2S ve molekill agirlign 273.35 g/mol’diir. FDA tarafindan
narkolepsi tedavisinde kullanilmak {izere izinli olan modafinil Fransiz ila¢ firmasi
Cephalon tarafindan {iretilmektedir. Narkolepsi, uyanikligi tesvik eden ve uyku
bastiran peptitlerden olan oreksinler ailesinin islev bozuklugu sonucu gelisen bir
bozukluktur. Modafinil, oreksin néronlarini aktive edilerek etkinlik gosterir (Bijithra
ve digerleri, 2016).

Modafinil R-ve S- enantiyomerlerinin rasemik karigimi halinde bulunur. R-
modafinil, armodafinil olarak adlandirilir. ilging bir sekilde modafinil WADA
tarafindan yasaklanan maddeler igerisinde, saf armadofinil ise bu listenin disindadir
(2020 WADA Yasaklilar Listesi, 2020). Kimyasal adi 2-[(R) (difenilmetil) siilfinil]
asetamit olan armadofinilin de kesin etki mekanizmasi bilinmemektedir.
Armodafinilin in vitro olarak dopamin tasiyicilarina baglandigi ve dopamin geri

alimini inhibe ettigi bilinmektedir (Chandasana ve digerleri, 2018)

J
Q (_) l > I \\.'// (®) O ? ‘
~ S~ NH, NS S NH HNT S S
A 9 & I §
) {
Modafinil R-(-)-modafinil S-(+)-modafinil

Sekil 7. Modafinil ve Modafinilin R-, S- enantiyomerlerinin Yapisi
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Oral yolla kullanim1 yaygin olan modafinil suda ve etanolde diisiik ¢oziiniirliige,
metanolde ise eser miktarda ¢Oziiniirlige sahiptir. Goriiniimii biyofarmasotik
siniflandirma sistemine gore beyaz-kirli beyaz kristal olan toz yap1 160-165 °C’de
erimektedir. Difenil metanlar olarak bilinen ve uzun siireli zihinsel uyarilma saglayan
uyarici ilag simifina aittir. Hafizayr gelistiren ve ruh halini aydinlatan bir psiko-
uyarict olmast nedeni ile DEHB, depresyon, Parkinson hastaligi ve cesitli
hastaliklara bagli yorgunlugun tedavisinde de kullanilir. Literatiirde bulunan
calismalar hastalarin anlamli uyku kapasitesinden yoksun oldugu ve giinde on saat
veya daha fazla uyku gerektirebilen bir bozukluk olan hipersomniyi (asirt uyku)
tedavi etmek i¢in kullanildigini gostermektedir. Son ¢alismalar ise modafinilin
kokain bagimlilarinin iyilesmesine, bagimlilik ile miicadele etmelerine yardimci
olabilecegini ortaya koymustur (Ramachandra, 2016:613). Buna benzer olarak
Deventer ve digerleri tarafindan yapilan calismalarda, modafinilin bagimlilik
yapmayan yeni bir psiko-uyarici oldugu ve amfetamin bagimliligi tedavisinde

kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Deventer, Roels, Delbeke ve Eenoo, 2011).

Diger bir calismada ise modafinilin dolayli olarak hem insanlarda hem de
hayvanlarda beynin uyku ve uyaniklik dongiisiinii diizenleyen bélgelerinde gama-
aminobutirik asit (GABA) salmimint diizenledigi ileri strilmektedir  (Tseng,
Uralets, Lin ve Kuo, 2005).

Modafinili igeren ilk doping ihlali 2003 yilinda Atletizm Diinya Sampiyonasinda
rapor edilmistir (Deventer ve digerleri, 2011). Modafinil, WADA tarafindan 2004'ten
beri yasakli maddeler arasinda kabul edilmektedir. idrar ve kan plazmasindaki
modafinili tespit etmek i¢in GC-MS, LC-MS/MS, UPLC-MS ve HPLC gibi
cihazlarla biyo-analitik yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Pandya ve Joshi,
2013:22)
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 KULLANILAN ALET VE CIHAZLAR

Floresans ve UV-goriiniir bolge absorpsiyon ¢alismalart 150W zinon lambali
Edinburgh Instruments Spectroflorometer FS5 ile lem’lik quartz kiivet kullanilarak
yapilmistir. Calisgmada kiitle oOlglimlerinde  VWR TX-4202L hassas terazi
kullanilmistir, pH 6lgiimleri ise FiveEasy Mettler Toledo pH metre ile yapilmustir.
'H-NMR spektrumlari, bir Bruker DPX-400 enstriiman ile elde edilmistir. Viskozite
6l¢iimleri Cone Plate Viscometer RM100 CP2000 PLUS ile yapildi.

3.2 REAKTIF VE COZELTILERIN HAZIRLANMASI

2.0x10% M stok modafinil ¢ozeltisi DMSO iginde hazirlanmis ve tiim ¢alismalarda
kullanilmistir. 2.0x10° M etidiyum bromiir stok ¢dzeltisi %1°lik etanol igerisinde,
4.06x10* M Hoechst 33258 stok ¢ozeltisi ise saf su icerisinde hazirlanmistir.
6.13x10° M calf thymus DNA (ct-DNA, ¢ift sarmali, calf thymus, Sigma) pH 7.4
Tris-HCI tamponu igerisinde hazirlanmis ve 24 saat oda sicakliginda tam ¢oziinmesi
i¢cin bekletilmigtir. Tiim spektroskopik dl¢timler Tris-HCI (pH 7.4) tampon ortaminda
gergeklestirilmistir.

3.3 MODAFINIL SENTEZi

Modafinil sentezi Sema 1’de verilmis olan sentez plan1 dogrultusunda yapilmistir.
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i. tioglicolik asit; ii.SOCI,, benzen; iii. NH4OH, CH,Cl,; iv. H,0, asetik asit, 40°C

Sema 1. Modafinil Sentez Plam

Trifloroasetik asit igerisinde esit mol sayisinda benzohidril ve glikolik asit oda
sicakliginda 3 saat karistirilir. Bu siire sonunda, ¢oziicii uzaklastirilir ve kalan kisim

lizerine su eklenir. Kat1 siiziiliir, hekzandan kristallendirilir ve bilesik 2 elde edilir.

Toluen i¢indeki 1 mol bilesik 2’nin iizerine 3.5 mol tionil kloriir ilave edilir ve
karisim 2 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicti uzaklastirilir. Kalan yagimsi
madde tizerine CH2Cl; ilave edilir. 30 % NHs ilave edilerek 2 saat karistirilir. CH2Cl»
faz1 ayrilir. Sulu faz birkac kere ekstrakte edilir. Coziicii uzaklastirilir ve bilesik 3

elde edilir. Bilesik 3 yapisina ait tH-NMR spektrumu Sekil 9°da sunulmustur.

IH-NMR (400 MHz, CDCls) 3.09 (2H, s), 5.18 (1H, s, CH), 5.70 (1H, s, NH>), 6.52
(1H, bs, NH2), 7.06 (1H, bs, NH>), 7.18 - 7.48 (10H, m, ArH).

Asetik asit icerisinde ki 1.1 mol bilesik 3 igerisine 1 mol 30 % H2O; ilave edilir ve

40°C’de bir gece karigtirtlir. Kati siiziiliir ve metanolden kristallendirilerek modafinil

(Bilesik 4) elde edilir.

Yapilarin karakterizasyonu H-NMR spektroskopisi ile yapilmistir. Elde edilen
sonuglar literatiir ile uyumludur. Modafinil yapisina ait *H-NMR spektrumu Sekil

10’da sunulmustur.

IH-NMR (400 MHz, CDCls) 3.11 (1H, JAB = 14.2 Hz), 3.50 (1H, JAB = 14.3 Hz),
5.20 (1H, s, CH), 5.66 (1H, bs, NH), 7.06 (1H, bs, NH2), 7.33 - 7.57 (10H, m, ArH).
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Sekil 8. Bilesik 3'iin *H-NMR Spektrumu
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3.4 YONTEM

Psiko-uyarici modafinilin ct-DNA ile etkilesimini belirlemek igin bir seri
spektroskopik calisma, viskozite degisim calismalar1 ve hesaplamali molekiiler
kenetleme (docking) calismalar1 gergeklestirilmistir. Modafinilin dogal floresans
0zelligi olmamasi nedeni ile florimetrik analizler ct-DNA’nin bir interkelator bir de
oluga baglayict floresan prob ile olusturulan kompleksleri iizerinden
gerceklestirilmistir. Interkelator olarak etidiyum bromiir (EB), oluga baglayici olarak
ise Hoechst 33258 kullanilmistir. Spektrofotometrik dlgiimler ve florimetrik titrasyon
Olctimleri 2ml pH 7.4 Tris-HCI tamponu igerisinde olusturulan ct-DNA-EB ve ct-
DNA-Hoechst 33258 kompleksleri iizerine degisen miktarlarda modafinil eklenerek
alinmistir. ct-DNA-EB kompleksi 2 mL tampon ¢dzeltisi igerisine 6.06x10° M ct-
DNA ve 1.59x10° M EB eklenerek olusturulmustur. 485 nm’de uyarilan sistemin
520-800 nm arasinda emisyon spektrumlari kaydedilmistir. ct-DNA-Hoechst 33258
kompleksi ise 6.06x10° M ct-DNA ve 1.01x10° M Hoechst 33258 eklenerek elde
edilmistir. Kompleks sistemi 347 nm’de uyarilarak 350-750 nm arasinda emisyon
spektrumlar1 kaydedilmistir. Florimetrik tirasyonlar 25, 37, 45°C olmak iizere 3 farkli
sicaklikta gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler Stern-Volmer ve Stern-Volmer
esitliginden tiiretilen ¢ift-logaritma esitliklerine gore analiz edilmistir. Stern-Volmer
analizlerinden baglanma sabitleri, soniim sabitleri ve baglanma kisim sayilar
bulunmustur. Etkilesim tiirtiniin aydinlatilmasi i¢in AH, AS ve AG termodinamik
parametreleri hesaplanmistir. Incelen sistemin interkelasyon ve oluga baglanma

ozellikleri viskozite ve iyonik siddet etkilerinin incelenmesi ile belirlenmistir.

3.5 DOCKING (KENETLENME) CALISMASI

Modafinil ve ct-DNA arasindaki etkilesimleri anlamak i¢in DS 2020 ile molekiiler
docking calismasi gerceklestirilmistir. Ligand olarak modafinil ve B-DNA igeren
DNA (PDB: 1BNA) (Drew, 1981; Biovia, 2016) yapilarin1 hazirlamak igin
Gaussian09 (G09) (Frisch ve digerleri, 2009) ve molekiiler docking (kenetlenme)
calismalar1 i¢cin DS 2020 yazilimlart kullanilmistir. Bilesigin geometrisi ve enerji

optimizasyonlar1 G09'da uygulandig1 gibi DFT / B3LYP / 6-31G* seviyesinde
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yapildi. DNA pozisyonlar1 daha sonra DS2020 protokoliinde mevcut olan CHARMm
kuvvet ve adopted-bases Newton-Raphson (ABNR) yontemleri kullanilarak kok
ortalama kare sapma (RMSD) egimi (gradyani) <0.05 kcal / mol A? degeri elde
edilinceye kadar optimize edildi (Chattaraj, Giri ve Duley, 2011). Tiim docking
caligmalarinda Lamarckian genetik algoritmasi kullanilarak AutoDock 4.2 (Morris ve
digerleri, 2009) gerceklestirildi. Tiim parametreler i¢in varsayilan ayarlar kullanildi.
Kompleksler igin en iyi poz baglanma enerjisi ve inhibisyon sabiti (Ki) degerlerine

gore tanimlandi.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1 FLORESANS CALISMALARI

ct-DNA'min i¢ floresansinin ¢ok zayif olmasi florimetrik yontemler ile ¢caligmalarda
bir dis floresan prob kullanimini zorunlu kilmaktadir (Geng, Wub, Shia ve Cuia,
2013). Son yillarda etkilesimi incelenecek molekiiliin de floresans emisyon 6zelligi
gostermemesi durumunda ct-DNA’nin bir dig prob ile olusturulan kararli bir
kompleksinin  kullanilmas1 yayginlagmistir. EB bilinen en kararli DNA
interkelatorlerinden biridir. EB ve ct-DNA arasinda ger¢eklesen baglanma sonucu
EB’iin floresans siddetinde 20-30 kata kadar artis oldugu bilinmektedir (Ramana ve
digerleri, 2015,2016).

Yontem kisminda agiklanan prosediir ile florimetrik titrasyonlar gerceklestirilmistir.
ct-DNA-EB kompleksi lizerine modafilin artan miktarlarinin eklenmesi sonucunda
floresans sOniim gozlenmistir. Florimetrik titrasyon spektrumu Sekil 11°de

gorilmektedir.
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Sekil 9. ct-DNA-EB Kompleksinin Floresans Emisyonu Uzerine Modafinilin Etkisi

ct-DNA-EB kompleksi ile etkilesim gosteren kiigiik molekiillerin sebep oldugu
floresans soniimiin ii¢ nedenden dolayir olabilecegi diistiniilmektedir (Geng ve

digerleri, 2013):

e Kiigiik molekiil ile EB’{in birbirine baglanarak yeni bir kompleks olusturmasi

sonucu floresans soniim gerceklesebilir.

e Kiigiik molekiiliin kompleksteki EB ile yer degistirmesi nedeni ile DNA’ya
baglanan EB’iin konsantrasyonunun azalmasi ve bunun sonucu floresans

siddet de azalabilir.

e Kiigiik molekiilin ct-DNA-EB kompleksi ile etkilesiminden yeni bir

kompleksin meydana gelmesi ve bunun sonucunda soniim gerceklesebilir.

EB ile modafinil arasinda bir kompleks olugmasi sonucu soniim gdzlenmesini
arastirmak {izere Tris-HCI tampon ortaminda EB ve modafinil etkilestirilerek
floresans emisyonlar1 incelendi. Sabit miktarda EB {izerine artan miktarlarda
modafinil eklendi. Modafinil miktarina bagli EB’iin floresans emisyon degisimi

Sekil.12°de goriilmektedir. Modafinil eklenmesinin EB floresans emisyonu
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tizerine bir etkisinin olmamasi iki molekiil arasinda kompleks olusumu s6z

konusu olmadigini gostermistir.

5,0x10° 4
4,5x10° -

4,0x10°

3,5x10°

3,0x10°

Floresans siddeti (a.u.)

2,5x10°

T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

[Modafinilx10™

Sekil 10. EB Floresans Emisyonu Uzerine Modafinilin Etkisi [EB]=1.59x10° M

ct-DNA-EB kompleksinin modafinil ile florimetrik titrasyonundan elde edilen veriler
Stern-Volmer esitligi ile analiz edildi. Farkli sicakliklarda (25, 37, 45°C )
gerceklestirilen titrasyonlardan elde edilen dogrusal Stern-Volmer grafikleri Sekil

13’de goriilmektedir.
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Sekil 11. ct-DNA-EB Kompleksinin Modafinil Ile Farkli Sicakliklarda Titrasyonundan Elde
Edilen Stern-Volmer Grafigi

Dogrusal grafiklerin egimlerinden elde edilen Ksy degerleri Tablo 1’de sunulmustur.
Sicaklik artis1 ile birlikte Ksv degerlerinde artis goriilmektedir. Bu durum kompleks
ile modafinil arasindaki soniimiin dinamik soniim olduguna isaret etmektedir. Stern-
Volmer esitligi kullanilarak bimolekiiler soniim hiz sabiti (kq) degeri Ksv= 70 Kq
esitliginden hesaplanmaktadir. Esitlikte bulunan 7o degeri literatiirde 10 olarak
belirlenmistir. Literatiirde gore diflizyon hiz sabitinin iist smir1 olarak Kgir =2.0x10%°
L.mols? kabul edilmektedir (Ramana ve digerleri, 2016). Kq degerinin 10'° L.mol"
s’den biiyilk olmasi kompleks olusumu iizerinden statik séniim oldugunu
gostermektedir. Sonug olarak sicaklik artist ile kq degerinin artmasi dinamik sontiim
oldugunu gosterirken elde edilen sayisal degerlerin difiizyon iist sinirindan biiyiik
olmas1 ct-DNA-EB kompleksi ile modafinil arasinda birlesik bir soniim oldugu

diistindiirmektedir.
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Tablo 1. Modafinil-ct-DNA-EB Sistemi I¢in Stern —~\Volmer Verileri

T(°C) Lineer Regrasyon Esitligi Ksv R? Kq
25 Fo/F =2x10° [MD]+1.000 2x10° 0.995 2x101
37 Fo/F =2.2x10° [MD]+1.017 2.2x10° 0.997 2.2x10%
45 Fo/F =2.9x10° [MD]+1.048 2.9x10° 0.995 2.9x10%

4.2 BAGLANMA DENGELERININ ANALIiZi

Stern-Volmer esitliginden tiiretilen ve modifiye Stern-Volmer esitligi veya c¢ift
logaritma esitligi olarak adlandirilan esitlik (2) kullanilarak baglanma kisim sayilari
ve baglanma sabitleri hesaplanabilmektedir. Biyomolekiillerde bag yapmaya uygun
birbirinden bagimsiz ama benzer kisimlar oldugunu varsaydigimiz kisimlarin sayisi

baglanma kisim sayisi olarak ifade edilmektedir.
log (Fo—F) / F =log Ky + n log[Q] (@)
K: baglanma sabiti
Nn: baglanma kisim sayis1

ct-DNA-EB kompleksinin modafinil ile ¢ farkli sicaklikta florimetrik

titrasyonundan elde edilen ¢ift logaritma grafikleri Sekil 14’de goriilmektedir.
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Sekil 12. ct-DNA-EB Kompleksinin Modafinil ile Farkli Sicakliklarda Titrasyonundan Elde
Edilen Cift-Logaritma Grafikleri

Cift-logaritma grafiklerinden elde edilen baglanma kisim sayilari (n) ve baglanma

sabitleri (Ky) Tablo 2’de goriilmektedir.

Tablo 2. Modafinil-ct-DNA-EB Sistemi I¢in Baglanma Sabiti ve Baglanma Kisim Sayisi

Degerleri
T(°C) Cift Logaritma Esitligi Kb (M?) R? n
25 log (FoF)/F=log 2.905 +0.900log [MD] ~ 8.0x102  0.997  0.900
37
log (Fo-F)/F=log 2.319 +0.736log [MD] ~ 2.0x10> 0987  0.736
45

log (Fo—F)/F=log 2.066 +0.638log [MD] 1.1x102 0.990 0.638

Elde edilen Ky degerlerinin sicaklik artisi ile azalsa da {istel olarak ayn1 mertebede

oldugu goriilmektedir. Bu nedenle sicakligin kompleks kararlilig: iizerinde biiyiik bir
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etkisi olmadigir diislinlilmiistiir. Literatiirde ct-DNA-EB kompleksinin baglanma
sabiti 5.16x10° mol/L™ olarak ifade edilmistir (Ramana ve digerleri, 2016). Bu deger
elde edilen baglanma sabiti degerleri ile karsilastirildiginda oldukga yiiksektir. Bu
durumda modafinilin EB ile yarismali olarak ct-DNA ile baglanmasi ve bunun
sonucunda floresans soniim gozlenmesi olasilik dist oldugu disiiniilmektedir.
Calisma sonucunda elde edilen florimetrik analizlerden modafinilin ct-DNA-EB
kompleksine baglanarak yeni bir modafinil-ct-DNA-EB kompleksi olusturdugunu

distintiilmektedir.

4.3 HOECHST 33258 iLE FLORESANS SONUM CALISMASI

Hoechst 33258 DNA ile etkilesim caligsmalarinda karsimiza ¢ikan en etkin oluga
baglanma problarindan biridir. Hoechst 33258 de EB gibi sulu ¢ozeltilerde diisiik
floresans gostermektedir. ct-DNA ile baglanmasi sonucunda artan floresans
emisyonu etkilesim analizlerinde kullanilmaktadir. Calismamizda modafinilin ct-
DNA-Hoechst 33258 kompleksinin floresans emisyonuna etkisi incelenerek
yarigmali baglanma olasilig1 arastirilmistir. Tris-HCI tampon ¢ozeltisi igerisinde
ortamdaki derisimleri 6.06x10° M ct-DNA ve 1.01x10® M Hoechst 33258 olacak
sekilde kompleks olusturuldu. Kompleks iizerine artan miktarlarda modafinil
eklenerek florimetrik titrasyon gergeklestirildi. Titrasyon floresans spekturumu Sekil

15°deki gibi goriilmektedir.
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Sekil 13. ct-DNA-Hoechst 33258 Kompleksinin Modafinil ile Titrasyonu Sonucu Elde

Edilen Floresans Spektrumu

25, 37, 45°C olmak tizere Ug¢ farkli sicaklikta gergeklestirilen florimetrik
titrasyonlardan elde edilen soniim sabitlerinin birbirine esit oldugu goriilmiistiir.

Stern-Volmer analizlerinden elde edilen sonuglar Tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 3. Modafinil-ct-DNA-Hoechst 33258 Sistemi Igin Stern —Volmer Verileri

T(°C) Lineer Regrasyon Esitligi Ksv R? Kq
25 Fo/F =3x10? [MD]+1.006 3x102 0.974 3x10%
37 Fo/F =3x10? [MD]+1.014 3x10° 0.956 3X10%
45 Fo/F =3x10? [MD]+1.023 3x10° 0.898 3x101
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4.4 ABSORPSIYON CALISMALARI

Kiiciik molekiiller ile DNA’nin etkilesimlerinin aydinlatilmasinda absorpsiyon
spektrumlar1 baglanma tiiriine iliskin bilgi vermektedir. Interkelasyon sonucunda
abosrpsiyon siddetinde azalma, absorpsiyon maksimumunda kirmiziya kayma
karakteristik ozelliklerdendir. Oluga baglanma ise absorpsiyon siddetinde artis ile
karakterize edilir (Akbay ve digerleri, 2019). ct-DNA-EB kompleksinin absorpsiyon
Ozelliklerine modafinilin etkisi incelenmistir. Elde edilen absorpsiyon spektrumu
Sekil 16’da goriilmektedir. Artan modafinil miktar1 ile birlikte ct-DNA-EB
kompleksinin 500 nm de maksimum gdsteren kii¢iik absorpsiyon bandinin siddetinde
azalma gozlenmistir (Sekil 17). Floresans Olgiimlerinde bu absorpsiyon bandi
uyarilma i¢in kullanilmistir. Absorpsiyon c¢alisma sonuglari interkelasyonun
karakteristik  Ozelligi olan absorpsiyon siddetinde azalma, absorpsiyon

maksimumunda uzun dalgaboyuna kaymaya uygunluk gostermektedir.

10 EB+ ct-DNA+9.52x10 "M MD
9,52x10™° M MD o "
018 - g0,03
0]6 _ “‘ 0,01
5 \\\:/ 0M MD | ,
. a k& : A 425 450 A7ﬁDaIgab500;)u (nm5)25 550 575 6
2 S
§ 04- |
3 | ct-DNA-EB
02 / EB
] ct-DNA
0,0 _V\-x/"/ S ——— ——
T T T T T T y
200 300 400 500 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 14. ct-DNA-EB Kompleksi ile Modafinilin Etkilesimine Ait Absorpsiyon Spektrumlari
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Sekil 15. ct-DNA-EB Kompleksi ile Modafinilin Etkilesiminin 400-600 nm Arasindaki
Absorpsiyon Spektrumlari ([EB]=1.59x10° M)

4.5 SODYUM KLORUR FLORESANS SONUM CALISMASI

Molekiillerin floresans oOzellikleri ¢evresel Ozelliklere yiiksek duyarlilik gosterir.
Kiigciik molekiillerin DNA ile etkilesimlerinde iyonik siddet degisimine karsi
gosterilen tepkiler baglanma tiiriiniin aydinlatilmasinda énemlidir. Interkelasyonda
molekiil DNA’nin baz ciftleri tarafindan korundugu icin iyonik siddet degisimi
floresans siddeti diisiikk oranda etkiler veya hi¢ etkilemez. Buna karsin oluga
baglanmada molekiill DNA’nin dis yiizeyinde oldugundan iyonlara maruz kalir ve
DNA ile olusturduklar1 baglar kirilir. Bu durumda soniim etkisi ortadan kalkar ve

floresans siddetinde artis gozlenir.

Modafinilin ct-DNA-EB kompleksi ile etkilesimi iizerine iyonik siddetin etkisi,
ortam iyonik siddeti NaCl ile degistirilerek incelenmistir. Elde edilen sonuglar
sistemin floresans siddetinde belirgin bir degisim olmadigini gostermistir (Sekil 18).

Analitik ac¢idan anlamli  olmayan bu floresans soniimiiniin seyrelmeden
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kaynaklandig1 disiiniilebilir.  Elde edilen sonuglar modafinil ile ct-DNA-EB

arasindaki etkilesimin interkelasyon olduguna isaret etmektedir.

5
5x10 ct-DNA-EB
Modafinil-ct-DNA-EB
4X105 _ 0 mM NaCl
£} 4.76 MM NaCl
8
S 3x10°
©
©
‘3
2] 5
S 2x10° -
[72]
L
°
LL 5
1x10°
0 T T T T T T T T T T
550 600 650 700 750 800

Dalgaboyu (nm)

Sekil 16. Modafinil-ct-DNA-EB Sisteminin Floresans Emisyonu Uzerine Iyonik Siddet
Etkisi ([EB]= 1.59x10°M; [ct-DNA]= 6.09x10°M; [MD]= 2.95x10°M)

4.6 VISKOZITE CALISMALARI

DNA'in viskozitesi, yapisindaki ¢ift sarmalin uzunluk degisimine duyarhdir. Bu
nedenle viskozite 6l¢timii, DNA'nin kii¢lik molekiillerle baglanma modu belirlemede
kullanilan kritik testlerden biridir. Interkalasyon yapan maddeler, baz ciftlerini
birbirinden uzaklastirarak c¢ift sarmalin gevsemesine ve DNA'nin viskozitesinde
belirgin bir artisla DNA'nin uzamasina neden olabilir (Zhou, Zhang ve Pan, 2015).
Oluga baglanma veya elektrostatik etkilesim ise bdyle bir etki gostermediginden
DNA viskozitesinin sabit kalmasina veya c¢ok kii¢ciik miktarda degismesine neden
olur. Artan modafinil miktarina karst [Modafinil]/[ct-DNA] &lgiilen viskozite
degerleri (n/mo)” Sekil 19°de goriilmektedir. Gozlenen artis modafinil ile ct-DNA
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arasindaki  etkilesimin interkelasyon oldugu Onerisini  desteklemektedir.

1,5 -

1,4 -

1,3 -

1/3
)/

(i,
'_\
N

1

1,1+

1,0 5 [ ]

T T T T T T T T T T
0,16 0,20 0,24 0,28 0,32 0,36

[Modafinil]/[(ct-DNA)]

Sekil 17. ct-DNA’nin Viskozitesi Uzerine Modafinilin Etkisi

4.7 TERMODINAMIK PARAMETRELER VE ETKILESIiM TURLERI

Florimetrik c¢alismalarda kiiclik molekiiller ile biyomolekiiller arasinda olusan
etkilesim tiirleri bes grupta incelenmektedir. Bu etkilesimler; hidrojen baglari, van
der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler, elektrostatik etkilesim ve kovalent
baglanma olarak siniflandirilir (Akbay ve digerleri, 2019). Termodinamik
etkilesimlerin tiirlerinin belirlenmesinde AG, AH ve AS degerleri kullanilmaktadir.
Modafinil-ct-DNA-EB sistemi igin ii¢ farkli sicaklikta (25, 37 ve 45 °C) hesaplanan
baglanma sabitlerinden van’t Hoff esitligine gére AH ve AS degerleri hesaplanmistir.

Elde edilen van’t Hoff grafigi Sekil 20’de goriilmektedir.
logK = -AH/2,303RT + AS/2,303R (3)

AG= AH-TAS (4)
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Hesaplanan AH ve AS degerler kullanilarak AG degeri (4) nolu esitlik kullanilarak

hesaplanmustir.

3,0

2,8 —

2,6 —

log K

2,4 4

2,2 —

2,0 4

T T T T T T
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034

1T

Sekil 18. Modafinil-ct-DNA-EB Sisteminin van’t Hoff Grafigi

Modafinil-ct-DNA-EB sisteminin van’t Hoff grafigiden elde edilen esitlik ve R?

degeri asagida goriilmektedir.
logK = 2815.7 1/T —6.6741; R?= 0.9988

Tablo 4. Modafinil-ct-DNA-EB Sisteminin Termodinamik Degerleri

T(K) AG (kJmol™?) AH(kJmol™) AS(Jmol K1)
298 -21.9 -16065 -127.7

310 -22.8

318 -23.4

Elde edilen termodinamik parametrelerin pozitif veya negatif olmalar1 durumunda 3

sekilde yaklasimda bulunulabilir (Akbay ve digerleri, 2019) ;
AH < 0 ve AS > 0 ise elektrostatik kuvvet
AH > 0 ve AS > 0 ise hidrofobik

AH < 0 ve AS < 0 ise hidrojen bag ve van der Waals kuvveti
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Parametrelerden AG'min negatif degerli olmasi etkilesimin kendiliginden

gerceklestigini gosterir.

4.8 DOCKING (KENETLENME) CALISMA SONUCLARI

Bu c¢alismada optimize edilmis yap1 Sekil 21’de goriilmektedir. Bilesik igin
molekiiler doking islemi uygulandi. Modafinil-DNA kompleksi ve ii¢ boyutlu
etkilesimleri Sekil 22 ve Tablo 6'da verilmistir. Yerlestirme hesaplamalar
sonucunda, modafinilin DNA ile iyi bir etkilesime sahip oldugu ortaya ¢ikti. Bu
komplekste aktif niikleotidler A: DC9, A: DG10, B: DG16, B: DA17, B: DA18 ve A:
DG10, B: DA17 ile yedi hidrojen bag: ve iki hidrofobik etkilesim yaptig1 belirlendi.
Modafinilin DNA ile baglanma enerjisi ve Ki degerleri sirasiyla -7.16 kcal / mol ve
5.66 uM olarak bulundu (Tablo 5).

Sekil 21. Modafinilin DFT Yontemi ile Elde Edilen Optimum Geometrik Yapist

38



Sekil 19. Modafinil Bilesiginin DNA'daki Yerlestirme Pozlari ve Etkilesimleri
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Tablo 5. Modafinil'in B-DNA ile Etkilesim Tiirleri ve Mesafeleri

; - - -
Bilesik Etkilesimler Mesafe A Baglanma Baglanma Tiirii D.I.V A mn baglanma ngan(.lln baglanma
bolgesi bolgesi
A:DG10:H21 - :Modafinil:02 2.3609 Hidrojen bag Konvansiyonel hidrojen bagi A:DG10:H21 :Modafinil:02
B:DG16:H21 - :Modafinil:02 2.1057 Hidrojenbagt | Konvansiyonel hidrojen bags B:DG16:H21 :Modafinil:02
‘Modafinil:H34 - A:DG10:04' 1.7775 Hidrojenbagi | Konvansiyonel hidrojen bags A:DG10:04 :Modafinil:H34
N ‘Modafinil:H33 - A:DC9:02 1.6837 Hidrojenbagt | Konvansiyonel hidrojen bag: A:DCY:02 ‘Modafinil:H33

MOdaflnlI'B' , .. Hidrojen bagi . . o ' -

DNA B:DA17:H1' - :Modafinil:03 2.7477 ) g Karbon-Hidrojen bagi B:DA17:H1 :Modafinil:03
B:DA18:H5'2 - :Modafinil:03 2.5825 Hidrojen bag Karbon-Hidrojen bagi B:DA18:H5'"2 :Modafinil:03
B:DA18:H4' - :Modafinil:03 2.9851 Hidrojen bag Karbon-Hidrojen bagi B:DA18:H4' :Modafinil:03
B:DA17:H4' - :Modafinil 2.8971 Hidrofobik Pi-Sigma B:DA17:H4' :Modafinil
A:DG10 - :Modafinil 5.9610 Hidrofobik Pi-Pi T-shaped A:DG10 :Modafinil

Tablo 6. Olusturulan Kompleksin Baglanma Enerjisi ve Inhibisyon Sabiti (Ki) Degerleri

Bilesik

AG(kcal/mol)

Ki (uM)

Modafinil-DNA

-7.16

5.66
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5. TARTISMA

Tez kapsaminda ct-DNA ile etkilesim mekanizmasi arastirilan modafinilin
floresans emisyonuna sahip olmamasi nedeni ile florimetrik titrasyonlarda EB
dis prob olarak kullanildi. Olusturulan ct-DNA-EB kompleksinin floresans
emisyonu lizerine modafinilin etkisi ti¢ farkli sicaklikta (25, 37, 45°C)

incelendi.

En kararli ve yaygin kullanima sahip niikleik asit problarindan interkelator
olarak EB, oluga baglayici olarak Hoechst 33258 ile ct-DNA kompleksleri
olusturularak modafinilin bu problar ile yarismali baglanma karakteristikleri
incelendi. Elde edilen sonuglar ct-DNA-Hoechst 33258 kompleksinin
floresans emisyonu {izerine modafinil etkisinin analitik agidan anlamli
olmadigim1 gosterdi. Ilk asamada bu sonu¢ modafinilin interkelatér olma

olasiligina isaret olarak yorumlanda.

ct-DNA floresans soniimiinden elde edilen Stern-Volmer grafiklerinden,
sicaklik artis1 ile Ksv (soniim sabiti) degerlerinde artis oldugu goriildii.
Bununla beraber bimolekiiler soniim sabitlerinin, kq, i¢in belirlenmis olan tist
limitten biiylikk olmasi ortamda dinamik ve statik sonlimiin birlikte
gerceklestigi seklinde yorumlandi. Buna gore modafinilin ortamda bir tiir

komplekslesme gosterdigi diistintildii.

Modafinil-ct-DNA-EB sisteminin ti¢ farkli sicaklikta elde edilen dogrusal ¢ift
logaritma grafiklerinden hesaplanan baglanma sabiti, Ky, degerlerinin sicaklik
ile azalmas1 kompleks kararliliginin yiiksek sicakliklarda azaldigi seklinde

yorumland.

Modafinil-ct-DNA-EB sisteminin farkli modafinil miktarlar1 varhiginda
incelenen  absorpsiyon  karakteristiklerinin  interkelasyon iizerinden

etkilesimin karakteristikleri ile Ortiistiigii goriildii. Uyarilma dalga boyunu
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kapsayan 400-600 nm araliginda bulunan absorpsiyon bandi esas alinarak

degerlendirme yapildi.

Modafinil-ct-DNA-EB sisteminin farkli iyonik siddetlerde gosterdigi
davranig ortam iyonik siddetinin NaCl ile degistirilmesi ile incelendi. Artan
miktarlarda NaCl eklenmesi ile analitik ac¢idan anlamli olmayan kiigiik
sonlimlerin gozlenmesi seyrelme etkisi olarak degerlendirildi. Artan iyonik
siddet ile floresans emisyonunda degisim olmamasi interkelasyon tiiri

etkilesim oldugunu desteklemektedir.

Ct-DNA’nin viskozitesi iizerine modafinilin etkisi incelendiginde artan
modafinil miktar ile birlikte viskozitenin arttig1 gozlendi. Kiigiik molekiiller
ile ct-DNA etkilesimlerinde viskozite artisi interkelasyon iizerinden etkilesim

oldugunu gostermektedir.

Elde edilen termodinamik parametreler incelendiginde modafinil-ct-DNA-EB
sisteminin AH ve AS degerlerinin negatif olmasi nedeni ile baskin olan
etkilesim tiiriiniin hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleri oldugu
goriildii. Negatif AG degerleri etkilesimin kendiliginden olustugunu

gostermektedir.

Docking (kenetlenme) calismalar1 sonucunda elde edilen hidrojen bagi

olusumu deneysel sonug¢larimiz desteklemektedir.
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