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OZET

MELATONININ MODEL HUCRE MEMBRANLARI ILE
ETKILESMESININ BiYOFiZIKSEL YONTEMLERLE INCELENMESI

SAHIN, Ipek
Yiksek Lisans Tezi, Fizik Bolimi
Tez Yoneticileri: Prof. Dr. Nadide KAZANCI
Prof. Dr. Feride SEVERCAN
Agustos 2003, 69 sayfa

Melatonin ¢ok genis kullanim alanina sahip bir ilagtir. Bu bakimdan
melatoninin etki mekanizmasinin tayini i¢in yapilan ¢aligmalar son derece biiyiik
Oonem tasimaktadir. Melatonin i¢in bir ¢ok arastirma yapilmaktadir, fakat bu
calismalarin hepsi klinik deger tagimaktadir. Molekiiler diizeyde ise simdiye

kadar herhangi bir arastirma yapilmamastir.

Bu c¢alismada amacimiz melatoninin gercek hiicre membraniyla
etkilesimini, model membran kullanarak anlamaya c¢alismaktir. Gergek
membranlar ¢ok komplike yapilar oldugundan molekiiller arasi etkilesmeleri
yorumlamak zordur. Bu nedenle yapi itibariyla gergek membranlarla hemen
hemen aynmi oOzelliklere sahip olan, bilesen sayisini ve konsantrasyonlarinm
degistirebildigimiz model membranlar ile ¢alisiimistir. Molekiiller arasi
etkilesmeleri incelemek ic¢in ¢ok katli model membran yapilmistir. Etkilesimler
melatoninin lipid faz gegis sicakhigi, faz gecis egrisi, membran diizeni ve
membran dinamigi iizerindeki etkileri kullanilarak bulunmaya calisilmistir.
Caligmalar sirasinda spektroskopik ve kalorimetrik olgiimler yapilmistir. Bu
caligmalar sayesinde melatoninin membrandaki etkileri molekiiler diizeyde

saptanarak, membrandaki konumunu tayin etmek miimkiin olmustur.

Anahtar Sozciikler: Melatonin, membran, liposom, FTIR spektroskopisi, DSC.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE INTERACTION OF MELATONIN
WITH MODEL MEMBRANE BY USING BIOPHYSICAL METHODS

SAHIN, ipek
MSc in Physics
Supervisors: Prof. Dr. Nadide KAZANCI
Prof. Dr. Feride SEVERCAN
August 2003, 69 pages

Melatonin is a drug which is widely used . Therefore, the studies for the
understanding of the mechanism of action of melatonin are quite important. A lot
of studies are performed wiht melatonin. But all of these are clinical, and there is

not any research about the action mechanism of melatonin at molecular level.

Our aim in this study is to find interaction of melatonin with the real cell
membrane by examining their interactions with model membrane. Since real
membranes have very complicated structures, it is quite difficult to study the
intermolecular interactions with them. Therefore, for the investigation, model
membranes, which have similar properties with the real ones, were used. We can
change the components and the concentration of the components in model
membranes as well. Multilayer model membranes were used in order to find the
intermolecular interactions. Interactions were determined by the effect of
melatonin on the lipid phase transition temperature, phase transition slope,
membrane order and membrane dynamics. During this studies spectroscopic and
calorimetric measurements were performed. We obtained information about the
membrane order and dynamics by the help of these studies. Moreover, the

estimation of the position of melatonin on the membranes has been possible.

Keywords: Melatonin, membrane, liposom, FTIR spectroscopy, DSC.
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1. GIRIS

Bu ¢alismada, melatoninin, biyolojik membranlara en yakin model olan
lipid membranlar (Dipalmitoyl phosphatidylcholine, DPPC) f{izerine -etkisi,
Fourier transform infrared (FTIR) ve diferansiyel tarama kalorimetre (DSC)
teknikleri kullanilarak incelenmistir. Melatoninin membran yap1 ve akiskanligini,
membran gegirgenligini nasil degistirdigi, melatoninin cesitli konsantrasyonlari

kullanilarak ve sicakliga bagl olarak incelenmistir.

Bu nedenle bu bolimde membran, melatonin ve teknikler hakkinda teorik

ve literatiir bilgiler verilecektir.
1.1. CALISMANIN AMACI

Membranin fiziksel 6zellikleri membran fonksiyonlarni belirledigi icin
model ve biyolojik membranlarda ilag-membran etkilegsmelerinin incelenmesi
aktif bir aragtirma alanidir. Biyolojik membranlar ¢ok bilesen igerdigi igin,
bilesenler ve katki maddeleri arasindaki etkilesmeleri anlamak zordur. Bu
nedenle bilegenlerinin sayisini ve konsantrasyonlarini degistirebildigimiz model
membranlarla c¢alismak, biyolojik membranlardaki olaylar1 aciklamada onem
kazanir. Genellikle bu sistemler, dogal veya sentetik orijinli fosfolipidlerin birini
ya da daha fazlasini igeren karisimlardan olusan, lipidlerin c¢ift katman teskil
ettigi kiiresel vezikiillerdir. Bir lipid katmani ile ¢evrili boyle vezikiiller lipozom
olarak adlandirilirlar (Murray et al, 1990). Ilaglarin biyolojik etkisinde ilag-
membran etkilesmeleri yasamsal 6nem tasir. Ornegin bir ilag molekiiliiniin
sistemde reseptor kismina ulagmasi, ilaglarin biyolojik membran boyunca
transportu ile ilgilidir. Baz1 ilaglar membrana direkt olarak etki eder. Bu nedenle
bir ilacin etki mekanizmasini iyice anlayabilmek i¢in ilag-membran etkilesmesini
molekiiler diizeyde anlamak gerekir. Bu calismada incelenen melatonin

antioksidan olup pek cok hastalikta tedavi amaglh kullanilmaktadir. Melatoninin



etki mekanizmalarinin tayini i¢in pek c¢ok calisma yapilmistir. Fakat bu
caligmalarin hepsi klinik seviyededir. Molekiiler diizeydeki caligmalar heniiz ¢cok
kisitli sayidadir (Bayari and Ise, 2003; Costa et al, 1997) dolayisi ile melatoninin
membran i¢indeki konumu ve konformasyonu heniiz belirsizdir. Bu tip ¢aligmalar
melatoninin tedavideki kullanimi ile ilgili mekanizmalar1 anlamada yardimci

olacak degerli bilgiler verecektir.

Bu ¢alismada ilag olarak potansiyel vaad eden melatoninin yiiksiiz model
membranlar {izerindeki fiziksel etkileri spektroskopik ve kalorimetrik olarak
incelenmistir. Melatoninin jel ve sivi kristal fazda lipidin asil zinciri, karbonil
grubu ve fosfat bas grubu ile nasil etkilestigi, membran i¢indeki konumu ve

dolayis1 ile membran diizen ve dinamigini nasil degistirdigi incelenmistir.

Bu c¢alismadaki esas amacimiz henliz membranla etkilesmesi hemen
hemen hi¢ bilinmeyen melatoninin membranla etkilesmesini sicakliga ve
melatonin konsantrasyonuna bagli olarak incelemektir. Ayrica melatoninin nétiir
membranlarla etkilesmesini anlamak, incelenecek sistemin ger¢cek membranlara
benzemesi nedeni ile hem ger¢ek sistemlerdeki etkilesmeleri anlamamiz
acisindan degerli bilgiler verecektir hem de melatoninin etki mekanizmasini daha
fazla anlamamiza yardimci olacaktir. Melatonin-membran etkilesimini daha iyi
anlamak i¢in daha fazla teorik ve deneysel calisma gereklidir Bu tip ¢aligmalar

melatoninin molekiiler diizeyde anlasilmasina yardimci olacaktir.

Bu calisma, ayrica ileride melatoninin hastalik tedavilerindeki roliinii

anlamak i¢in yapilacak ¢aligmalara kaynak olacaktir.



1.2. BIYOLOJIK VE YAPAY MEMBRANLARLA iLGiLi TEMEL
BILGILER

Membran hiicrenin temel kismi olup besin alimi, enerji ¢evirimi,
bagisiksal tanima veya organizmalarda biyosentez gibi pekcok hiicre aktivitesi ile

iligkili oldugu anlagilmistur.

Membranin yap1 ve fonksiyonlar1 birbiri ile yakindan iligkili oldugu igin,
membranlarin - molekiiler organizasyonu ile iligkili fiziksel prensiplerin

anlasilmasi fizyolojik rollerini tanimlamak agisindan gereklidir.
1.2.1. Membranlarin Fonksiyonlar:
Membranlarin fonksiyonlari su sekilde siralanabilir:

- Membranlar hiicre sinirlarin1 ve boliimlerini belirlerler ve gecirgenlik
bariyeri gorevi gorilrler. Hiicre ici, istenilen maddeleri igeride tutar ve

istenilmeyenleri de disarida birakir.

- Membranlarin iizerinde ya da igerisinde ¢esitli reaksiyonlarda rol alan
bir ¢cok enzimlerin bulunmasi, membranlarin spesifik fonksiyon bolgeleri olma

gorevini aciklamaktadir.

- Membranlarin diger bir fonksiyonu maddelerin hiicre i¢ine, hiicre disina
ve hiicre organellerine taginmasini saglamak ve diizenlemektir. Besinler, iyonlar,
gazlar, su ve diger maddeler hiicreler tarafindan almir ve diger atiklar
uzaklagtirilir. Transport modlar1 ¢esitli maddeler i¢in farklidir. Bir ¢ok madde
konsantrasyon gradyentlerine uygun yonde hareket eder. Pasif transport denilen
bu proses enerji gerektirmez. Pasif transport iki farkli sekilde olur; su, oksijen ve
etanol gibi baz1 molekiiller ‘basit difiizyon’ ile membranlar1 gegebilirler. Seker ve
amino asitler gibi daha biiylik molekiiller, spesifik transport proteinleri

yardimiyla membranlar1 gegerler, bu prosesde ‘yardimli difiizyon’ olarak



adlandirilir. Alternatif olarak bazi durumlarda maddeler, konsantrasyon ve/veya
yiik gradyentlerinin tersi yoniinde tasinabilirler. Aktif transport denilen bu proses
enerji gerektirir ve enerji kaynagi olarak ATP kullanilir. Bu transport membrana
bagli enzim sistemleri tarafindan gerceklesir. Hiicre disinda daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunan sekerler ve amino asitler gibi besin molekiilleri,

ayrica potasyum, kalsiyum, hidrojen gibi iyonlar (pozitif yiiklii) bu yolla taginir.

- Hiicreler, cevrelerinden genellikle hiicrenin dis yiizeyini etkileyen
elektriksel ya da kimyasal sinyal formunda bilgi alirlar. Kimyasal sinyal
durumunda, bazi sinyal molekiilleri hiicreye girer ve hiicre i¢inde gorev goriirler.
Bir ¢ok durumda sinyal molekiilleri hiicrenin igine girmek yerine plazma
membranin dis yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanirlar. Bu reseptorler bir
takim kimyasal sinyallerin farkedilmesini, iletilmesini ve bunlara cevap

olusturulmasini saglar.

- Membranlar ayrica komsu hiicreler arasinda iletisim saglar. Hiicrelerin
birbiri ile baglantisiz oldugu zannedilmesine karsin, ¢cok hiicreli organizmalarda
bir ¢ok hiicre, stoplazmik baglantilar yoluyla diger hiicreler ile temas halindedir.

Stoplazmik baglantilar bazi hiicresel komponentlerin degis tokusuna izin verir.



Sekil 1.1 Membranlarin fonksiyonlarini sematik olarak gostermektedir.
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Sekil 1.1: Membranlarin ¢esitli fonksiyonlari

1.2.2. Membranlarin yapisi

Membranlar siv1 kristal yap1 gostermektedirler. Bu nedenle oncelikle sivi
kristal kavramini agiklayalim. Sivi kristaller kati kristallerle izotropik sivi faz
arasinda yer alan ara bir fazdir. Sivi kristalin dogasim1 anlamak i¢in kristal
yapisin1 tekrar hatirlamakta fayda vardir. Bir kristalde molekiillerin agirlik
merkezleri {i¢ boyutlu olarak peryodik bir yapr boyunca yerlesmistir ve uzun
erimli diizen vardir. Bu diizen hem konumsal hem de yonelimsel olarak varligini
stirdiiriir. Diger yandan izotropik sivilarin molekiillerinin agirlik merkezlerinin
uzun erimli olarak peryodik bir bigimde diizen gdsterdiginden bahsedilemez. Kati
bir ornek sivi hale dontisiirken genel olarak erimenin baglamasiyla birlikte

konumsal ve yonelimsel diizen es zamanli olarak bozulur. Baz1 maddelerde ise



erimeyle birlikte konumsal diizenin azalmasina veya tamamen ortadan
kaybolmasina karsin yonelimsel diizenin hala varhigim siirdiirdiigii gézlenir. Bu

tir maddeler s1v1 kristallerdir ve kat1 faz ile siv1 faz arasinda yer almaktadirlar.

Bir sivi kristal hem sivilarin hem de katilarin 6zelliklerini ayni anda
tastyabilmektedir. Bu maddeler akiskanlik gibi sivilara ait Ozellikler tasirken
katilara ait olan ¢ift kiricilik 6zelligini de gosterirler. Sivi kristaller ayn1 zamanda
optikce anizotropturlar. Herhangi bir 6rnegin 15181 sogurmasi veya kirilma indisi
gibi cesitli optik 6zellikleri biitiin yonlerde ayni 6zelligi gosteriyorsa bu maddeler
opikge izotropiktir. Optik¢e anizotrop maddeler farkli yonlerde farkli optik
ozellikler gosteririler. Yani optik 6zellikleri yonelimle degismektedir. Akiskanlik
ve anizotrop Ozelliklere sahip olduklari i¢in bu malzemeler aslinda anizotrop

sivilardir.

S1v1 kristaller termotropik ve liyotropik sivi kristal fazlar olmak iizere iki
sinifa ayrilirlar. Termotropikler kendi aralarinda nematikler, smektikler ve
kolesterikler olmak iizere gruplandirilabilir. Nematiklerde molekiillerin agirlik
merkezlerinin dizilmesinde uzun erimli diizen yoktur. Uzun erimli diizen
molekiillerin yonelimine (uzun eksenlerinin dizilmesine ) gore vardir. Yapi
tabakali degildir ve molekiillerin agirlik merkezlerinin dizilmesi rastgeledir.
Smektiklerde ise molekiillerin agirlik merkezleri bir tabaka boyunca yerlesir yani
tabakal1 yap1 gosterir. Liyotropik sivi kristaller ise amfifilik yap1 gosteren organik
maddeler tarafindan meydana getirilir. Liyotropiklerde fazlar, amfifil
konsantrasyonu ve sicakliga bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Liyotrop bir sivi
kristal olan membran lamellar yap1 gostermektedir. Lamellar yap: tabakali 6zellik
gosterdigi i¢in bu termotropiklerdeki smektik yapiya karsi gelmektedir ( Per Shan,
1982; Vertogen and De Jeu, 1987; Nesrullazade vd., 2000).



Membranlar esas olarak % 50 - % 60 arasinda proteinlerden ve % 40 - %

50 arasinda lipidlerden olusur.

Lipid kismi, kolesterol fosfogliseridler ve sfingomiyelinlerden olusur.

Tablo 1.1°de baz1 biyolojik membranlarin lipid bilesenleri gosterilmistir.

Human Human Beef-heart
Lipid E. coli
eryhrocyte | myelin | mitochondria
Phosphatidic acid 1.5 0.5 0 0
Phosphatidyl choline 19 10 39 0
Phosphatidyl ethanolamine 18 20 27 65
Phosphatidyl glycerol 0 0 0 18
Phosphatidyl inositol 1 1 7 0
Phosphatidyl serine 8.5 8.5 0.5 0
Cardiolipin 0 0 22.5 12
Sphingomyelin 17.5 8.5 0 0
Glycolipids 10 26 0 0
Cholesterol 2.5 26 3 0

Tablo 1.1: Bazi biyolojik membranlarin % lipid bilesenleri

Lipid molekiillerinin ¢ogu polar bas ve polar olmayan hidrofobik kuyruk

iceren amfifatik “amphiphatic” kisimlardan meydana gelir. Cift zincirli amfifiller

sulu ortamda tek bir vezikiil veya cok tabakali kiiresel yapida ¢ift katmanlar

olustururlar. Polar bag kism1 sulu fazi, hidrokarbon zincir ise hidrofobik bolgeyi

olustururlar. Sekil 1.2 amfifillerin sematik yapisin1 gostermektedir (Cantor and

Schimmel, 1980).
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Sekil 1.2: Amfifilik molekiillerin olusturduklar1 degisik yapilar.

Biyolojik membranlar i¢in en popliler model Singer ve Nicholson
tarafindan Onerilen akiskan mozaik modeldir (Singer and Nicholson, 1972) (Sekil
1.3). Bu modele gore fosfolipid ¢ift katmanlar 60 — 100 oA kalinligina sahip,

proteinlerin lizerinde veya i¢ine gomiilii oldugu akigkan matris seklindedir.

Membranin dinamik bir yapist oldugu bilinmektedir. Lipid ve protein
bilesenleri hareket halindedir. Molekiillerin membran diizlemine dik eksenler
etrafindaki donmesi, lipidler igin 0,1-100 ns de, proteinler i¢in 0,01-1 ms de olur

ve bu son hareket membranin derinliklerine dogru diizensizlik arttikca artar.
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Sekil 1.3: Membran akiskan mozaik modeli

Molekiiliin bir kisminin diger kisimlara gore hareketi (6rnegin, tek bir bag
etrafindaki donme ve torsiyonel hareket ve her bir hidrokarbon zincirinin hareketi)
ve biitiin molekiiliin hareketi olmak {iizere lipid ¢ift katmanlarinda iki tiir
molekiiler hareket vardir (Sekil 1.4). Molekiiliin bir biitiin olarak hareketi, donme
ve Oteleme olmak iizere ikiye ayrilir. Oteleme hareketi de yanlamasina oteleme
ve membranin bir tabakasindan digerine go¢li olmak iizere ikiye ayrilir (Andreoli
et al, 1986). Bu son harekete “ flip-flop “ hareketi denir. Molekiil i¢i hareket,
gruplarin tek baglar etrafindaki ve hidrokarbon zincirin segment veya daha uzun
kismi iceren salinim hareketi ve ayrica polar bas kisimdaki konformasyonel

degisimleri icerir.
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Yan Diflizvon

Enine Diflizyon (flip — flop)

Sekil 1.4: Lipid molekiillerinin hareketi.

Hidrokarbon zincirdeki ¢ok sayidaki C-C baglarinin varligi gauche-trans
izomerizasyonu diye adlandirilan ¢esitli konformasyonlarin olusumunu giindeme
getirir. En diisiik enerji halinde, biitiin karbon atomlar1 aym1 diizlemde yer alir,
buna trans konformasyonu denir. C-C baglar1 esnektir donebilir, bundan
kaynaklanan termal enerji diizlemsel olmayan gauche konformasyonuna neden
olur. Bunun sonucunda hidrokarbon zincirleri birbirine yakin konumda yerlesir
ve boylece C-C tek baglarn etrafinda serbest donme zorlasir. Sekil 1.5 de bir

fosfolipid molekiiliiniin yapis1 gosterilmistir.
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A The monomeric C(20):C(20:1A" )PC:

, sn-1 acyl chain
: o sr_'1—2 acyl chain

I"— US _“’l‘ LS "lACref |<‘
(n-ACref) (Y'n'l)

B The dimeric C(20):C(18:1A" )PC:
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C The dimeric C(20):C(20:1A" )PC:
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Sekil 1.5: Trans ve gauche yapiy1 agiklayan bir fosfolipid molekiilii.
Cift katmanlarda lipid molekiillerinin davranislari sicaklikla c¢ok iliskilidir.

Ornegin, bu calismada kullamlan DPPC lipozomlarinda yaklasik 35 °C de

hidrokarbon zincirlerinin biikiilmeye bagsladig1 goriiliir. Bu sicakliga 6n gecis
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sicakli@1 denir ve membran bu sicaklikta jel fazdan “ ripple” (dalgali) faza geger.

“Ripple” fazin 0Ozellikleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. 41 °C de

membranin hidrokarbon zinciri tamamen erir ve sistem sivi kristal faza geger. Bu

sicakliga ana faz gecis sicakhigi denir. Sekil 1.6 da, bahsedilen membran fazlar

sematik olarak gosterilmistir (Jain, 1988).
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Tabaka yapist

ANRIRRARREBTRS
Sou i

i

——
w@”%%zé
" Y
it

MR,
W,

mmmmn
wiiiii

Zincir paketlenmesi

0)©)
&SSO

Sekil 1.6: Membran fazlarinin sematik gosterimi.

Membran birden fazla lipid bileseni igerdigi zaman Sekil 1.7 de goriilen

yanlamasina faz ayrilmas1 meydana gelir. Hipotetik siyah ve beyaz lipidler i¢in

diger gosterimi Sekil 1.8 de goriilmektedir. Siyah lipidlerce zengin ve siyah

lipidlerce fakir diye adlandirabilecegimiz birbiri ardina degisen iki bolge

goriilmektedir. Bolgelerden herbirinin 6zelligi farkli olup, difiizyon parametreleri

Olciilebilir (McConnell et al, 1972; Cantor and Schimmel, 1980).
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Sekil 1.7: iki lipid karisimli kiiresel ¢ift katmanlarm miimkiin yapilarmm

sematik gosterimi

a) Homojen ¢ift katman, b) iki ylizeyde asimetrik dagilim, c¢) Her iki

yiizeyde yanlamasina faz ayrilmasi, d) I¢ yiizeyde yanlamasina faz ayrilmasi.

Sekil 1.8: Yanlamasina faz ayrilmasinin sematik agiklamasi.

O ®0 O0O0OO0OO®O0OO0ODOU®O0O0
e 00000000 ®O0OO0OO0
0O O0OO0OO0O®O0O®0O0®O0O0eoO0

(N0 @00 000®O0O0 @000

® ®© 8 0O® @O0 @& 0O
@€ 0O O0O@®e® e 000O0O®@®EE

(

Oe® ® 0O® &0 00 00 e

® e O® O®e O® O @0

‘.
08, 4 oee000%000
6o o0 0000060
e ®0 ¢ o
0o o ...Qboooooo
ooo'c’....oooooooo
e o o* % o000e00
ecse ¢ °*
oo o ® 9000000
o . ®% ¢
©0cag e, s e0000
ce 0000
ooo....o.o e OO
3 050 e0 000000
ocoo % e.®000O0OS®O
.O.o )
co e e O ®00®0O
ege ®®oO 2
soo * 0000000
o .0..
co0o0° o 0080000
e %ee o0 ®
oo @ 0O 00D®00O0
©0O ®0000@€0060000
ee O0OCeeO0s00CCe OO0
Qe eo®c eee00enO0o0
OC0OOee00OO0O®OCSS®SBOE
0O®eO0Oe€€00000CE0O0CES
OOCeOe@eee0OeO0O®EO
©e0 0 ee000e®000EO
©Cee00OO®0O®O0O0O®S®O0O0
e ee@0000®000e000
©C®@0Oe0O0O®eO0000E00
ee0O0Oee0OCO0EC0EO8O
Ce@ee®e0@00000E000O0
S 5,



14

1.2.3. Model Membran DPPC (Dipalmitoyl phophatidylcholine)

Fosfolipidler lipidlerin temel yap1 taslaridir. Fosfatidilkolin (PC), bir ¢esit
fosfolipiddir. Bunlar kolin igeren fosfogliserollerdir ve hiicre membraninda en
cok bulunan fosfolipiddir, ayrica viicudun kolin deposunun biiyiik kismini temsil
eder. Dipalmitol fosfatidilkolin “dipalmitoyl phophatidylcholine (DPPC)”, ¢ok
etkili bir ylizey aktif maddedir, akcigerlerin i¢ yiizeylerinin, yiizey gerilimine

bagl olarak yapismasini 6nler (Murray et al, 1990).

Sekil 1.9 da , (a) gliserin iskeletinden olusan PC molekiiliiniin yapisi, (b)
kolin fosfat grubu, (c) gliserinin hidroksil grubu ile baglantili 16 karbon atomlu
iki doymus palmitik asit goriilmektedir. Fosfatidil kolinin yapisina uygun olarak
DPPC nétr bir fosfolipiddir. Kolin bas grubu (N*) iizerindeki pozitif yiik, fosfatin
negatif yiikiinii (PO"), nétr hidrofobik bir bas grubu olusturmak i¢in etkisizlestirir.

b a C
T I ]
CH, (0}
| |
CH,—N"—CH, —CH, —O—P—O—CH, 0]
I | | I | | /CH\z e /CH,
H,C 0O H—C—0—-C CH, CH,
|
H,C—0—C CH, CH,

I \CHZ N ...Z NCH,
O

Sekil 1.9: DPPC’nin yapisal formiilii

Membran fosfolipidlerinin ve genelde DPPC fosfolipidlerin en c¢ok
calisilan  Ozelligi  termotropik mezomorfizm  karakteridir. Makroskopik
durumlardaki bu degisim sicaklik kaynaklidir ve lipid matrislerinin jelden sivi
kristal faza gecislerine karsilik gelen diizen-diizensizlik faz gecisi ile sonuglanir.

DPPC fosfolipidin termotropik 6zellikleri ¢alisilirken, ana faz gegis sicakligindan
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daha diisiik sicakliklarda iki alt ge¢is daha gozlenebilir. Bunlardan ilki; kristal jel
fazdan, jel faza gecis olan Ts (subtransition) dir. Bu gecis, PC molekiillerinin
20 °C civarinda var olan rotasyonel hareketlerindeki artisa karsilik gelir. Ikincisi,
yaklasik 37 °C civarinda olusan jel fazdan, ripple jel faza gecis olan T,
(pretransition) dir. Bu gegis, gliserol iskeletinin konformasyonundaki degisime,
asil zincirlerin egilmesine ve terminal metil gruplarinin yanindaki asil zincirlerin
kendi i¢inde g¢ogalan boliinmelerinin kaybina karsilik gelir. Diger bir deyisle; bu
gecis zincirler arasi etkilesimler ve tamamen genisletilmis biitiin trans asil
zincirlerin paketlenmesi ile ilgilidir (Mantsch et al, 1980 ve Jain, 1988). Ek olarak,
diisiik sicakliklarda inkiibe edildiginde, DPPC model membrani, kalorimetrik
olarak, 6,8 °C de (Slaters et al, 1987) daha diisiik sicakliklarda bile yeni bir faz
gosterdigi gozlenmistir (Wong et al, 1983).

DPPC fosfolipidi i¢in, sub ve pre gecislerin ortaya g¢ikmasi, 41 °C
civarinda yer alan ana faz gecisin (Ty) ortaya ¢ikmast kadar onemli degildir.
DPPC nin farkli proteinler ya da iyonlarla etkilesmesindeki ¢ogu ozellikler,

ozellikle ana faz gecisine ve onunla ilgili degisimlere karsilik gelir.

T 20282
Sekil 1.10: DPPC hidrokarbon zincirlerinin Ty,’deki yapisal degisimi.

Ana faz sicakligindan (Tp) daha diisiik sicakliklar igin, hidrokarbon

zincirleri, hepsinin trans konfigiirasyonunda (zig-zag konformasyonu) oldugu, sn
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-1- yagh asil zincirinin sn -2- zincirine paralel uzandigi sirali bir
konformasyondadir. Ty, ve daha iistiindeki sicakliklara ulasildiginda, gauche
konformasyonu olarak bilinen zincirlerde kirilma goriilmeye baslar ve artan

sicaklikla asil zincirlerin diizensiz konformasyonu ile sonug¢lanir (Sekil 1.10).

Bu siirecte, zincir ekseni boyunca olan fosfolipid molekiillerinin
rotasyonel gecisleri, cok hizli gergeklesir ve zincirler arasindaki baglar daha da
zayiflar. Bu, molekiiler cross-sectional alandaki artisa uyum saglamak icin,
efektif zincir uzunlugunda yaklasik % 8 lik bir diislise Onciiliik eder. Bu durum,
gauche konformerlerin (yapisal defekt) sayisindaki ve komsu molekiilleri ayiran
inter-mikroskopik mesafedeki artigla sonuglanir, dolayisi ile bu sonug, sivi fazda,

membran gegirgenliginin fazla miktarda artisini agiklar.
1.3 MELATONIN YAPI VE FOKSIYONU

Melatonin pineal bezde sentezlenip salgilanan ve bir c¢ok Onemli
fonksiyonu olan bir noérohormondur. Formiili Ci3HigN2O, (N-Acetyl-5

methoxytryptamine) dir (Sekil 1.11).

Sekil 1.11: Melatoninin yapisal formiilii
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1.3.1 Melatonin Sentezi

Melatoninin sentezi kandan beze perflizyona ugramis triptofanin alimi ile
baslar. Triptofan, triptofan hidroksilaz enzimiyle hidroksile edilir ve sonugta 5-
hidroksi triptofan meydana gelir. 5-hidroksi triptofan, L-aromatik asit
dekarboksilaz enzimi ile dekarboksile olur ve Serotonin (5-hidroksitriptamin)
olusur. Serotoninden, c¢esitli enzimler aracilifi ile ¢esitli bilesikler sentezlenir.
Serotoninin major metabolik son {irlinii melatonindir. Serotoninin asetilasyonu,
N-asetil transferaz enzimi ile gergeklestirilir. Burada, asetil CoA, bir asetil donorii
olarak rol oynar. Meydana gelen N- asetil serotonin, hidroksiindol-o-
metiltransferaz enzimi ile metilasyona ugramak suretiyle melatonine doniisiir

(Sekil 1.12).

MELATONIN (N-Acetyl-5-Methoxytryptamine) SENTEZi

Triptofan hidroksilaz 5;’:’"‘,}:::“22"

Triptofan ~—————# 5 — hidroksi triptofan » SEROTONIN

Hidroksiindol - O - Metil

Serotonin N-asetil transferaz ,  N-aseti serotonin transferaz . MELATONIN

Sekil 1.12: Melatonin sentezi

Insan ve farelerde, melatonin sentezi, giin 1518m1n bitiminden hemen sonra
artmaya baglar, yavas bir artis ile gece yarisinda en yliksek seviyesine ulasarak
pik yapar. Gecenin ikinci yarisinda diismeye baslar ve giinesin dogmasindan
hemen once giindiiz seviyesine ulasir ve giin boyunca bu diisiik seviyesini,

karanlik fotoperiyodun baslangicina kadar sabit olarak muhafaza eder.
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1.3.2 Melatoninin Fonksiyonlari

Hiicrelerde enerji liretimi ve normal metabolizmanin siirdiiriilebilmesi i¢in
zorunlu olan birgok reaksiyonda serbest radikaller ortaya ¢ikabilmektedir. Serbest
radikaller hiicrede lipid, protein, DNA ve karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel yap1
ve bilesiklerde etkilidir. Membran1 olusturan fosfolipidler, glikolipidler,
gliseritler gibi doymamis yag asitleri ve membran proteinleri serbest radikaller
icin oldukca c¢ekici hedeflerdir (Cheeseman et al, 1993; Auroma, 1996).
Biyomolekiillerin tiimii serbest radikallerin etki alaninda olsalar da lipidler bu
riske en duyarli yapilardir (Yu, 1994; Thomas, 1995). Hava kirliligi, kimyasallara
maruz kalma, sigara duman1 ve iyonize edici radyasyon gibi ¢evresel kimyasal
etkilerle kars1i karsiya kalma sonucunda hiicrelerde radikallerin ¢ogaldigi
bilinmektedir (Thomas, 1995; Malgorzata et al, 2000). Pineal bez c¢esitli
canlilarda farkli fonksiyonlara sahip bir bez olup fotonéroendokrin altindadir.
Bez oOzellikle karanlikta sentezlenen melatonin adi verilen bir hormon {iretir
(Reiter, 1994; Goldstein et.al., 1993). Pineal melatonin gii¢lii bir serbest radikal
toplayicisidir. Ozellikle melatonin, organizmada yapilan son derece tahrip edici
oldugu diisiintilen hidroksil radikali (OH)'nin olumsuz etkisini engellemektedir
(Reiter, 1994; Beyer et al, 1998). Pineal bezden melatonin iiretimi insan ve
hayvanlarda yaslanmayla birlikte belirgin olarak azalmaktadir (Iquchi et al, 1982;
Reiter, 1993). Yaslanmayla ilgili kabul gbren bir teoriye gore, yaslanma
esnasinda organlarda olusan anatomik ve fonksiyonel dejenerasyon, serbest
radikallerin olusturdugu hasara baglanmaktadir (Waldhauser et al, 1984). Tiim
organizmada, oksidant ve antioksidant yapilar arasinda bir denge vardir.
Hiicrelerin saglikli bir sekilde fonksiyonlarmi yerine getirebilmeleri, oksidant ve
antioksidant molekiiller arasindaki dengeye baghdir (Auroma, 1996).
Oksidanlarin  diizeyinde meydana gelen artislarin veya antioksidanlarin

yetersizliginin, basta kalp hastaliklar1 ve kanserler olmak {lizere, goz, kas ve
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akciger hastaliklarinin olusumunda, c¢ok biiyiikk bir role sahip olduklar
anlasilmistir (Auroma, 1996). Antioksidantlarin ¢esitli hastaliklarin tedavisindeki
rollinii anlayabilmek i¢in, antioksidantlarin saglikli doku ve membrandaki
etkisinin molekiiler diizeyde 1iyice anlagilmasi gerekmektedir. Biyolojik
sistemlerin ¢ok karmasik olmasi nedeniyle arastirmalar genelde antioksidant-
model membran etkilesmeleri olarak yapilmaktadir. Antioksidantlarin gercek
doku ve membranlarla etkilesmeleri ve bu etkilesmeleri doguran faktorler ise
heniiz bilinmemektedir. Antioksidant 6zelligi olan tamoksifenin diisiik ve yliksek
dozda model membran akigkanliginda farkli etkiler yaptig1 gorilmustiir
(Severcan et al, 2000). Hiicresel elemanlara yakin olmasi ve hiicresel elemanlari
koruyucu yonde hareket etmesi antioksidantlarin énemli bir 6zelligidir. Bundan
dolayr etkili bir serbest radikal toplayicisi hiicre igerisine girmeli ve etkili
olabilecek konsantrasyonlarda hazir bulunmalidir (Reiter, 1973). Organizmada
yapilan caligmalarda melatoninin antioksidan aktiviteye sahip oldugu
kanmitlanmistir. (Reiter, 1994; Malgorzata et al, 2000; Chan et al, 1996).
Melatoninin uzun zamandan beri lipofilik oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
melatonin hiicre membranini kolayca gegebilmektedir (Reiter, 1993; Pierrefiche
et al, 1993; Ceraulo et al, 1999). Melatoninin immiin sistemin giicilinii arttiric1 ve
kanser olusumunu Onleyici etkileri vardir. Melatonin insan Omriinii kisaltic
etkiye sahip olan immiin yetmezlik ve tiimor gelisimini engellemekte ve
dolayisiyla insan Omrii uzamaktadir (Maestroni, 1993; Sandyk, 1990).
Melatoninin beyin elektriksel aktivitesini dengeleyici etkisi vardir. Melatonin
verilmesi alfa beyin dalgalarmmin olusumunu artirmig, uyku baslama siirecini
kisaltmis, toplam uyku periyodu esnasinda uykudan uyanis sayisin1 azaltmis ve
uyku verimini arttirmistir (Wright et al, 1986). Melatoninin kanser hacmini
kiiciiltiicii yonde etkileri de mevcuttur. Melatoninin kanser hiicresi tizerine direkt

etkisi de olup, meme kanserlerinde dstrojenin mitojenik aktivitesini baskilamakta,
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antiostrojen bir ajan olan tamoksifenin etkisini taklit etmekte ve dogal tamoxifen
olarak Onerilmektedir (Reiter, 1994; Tamarkin et al, 1982; Blask, 1984). Merkezi
sinir sistemi igerisinde melatoninin esas hedef organi hipotalamustur. Melatonin
verilmesi hipotalamusta c¢esitli metabolik degisiklikler meydana getirir.
Melatonin DNA tamiri, membranlar ve diger hiicre i¢i bilesenlerin bakimi igin
gerekli olan guanin niikleotidlerin olusumuna da katkida bulunur (Brezinski,
1997). Melatoninin overyal steroid sentezinin modiilasyonunda direkt
gerekliliginin oldugu bilinmektedir.Ayrica insan follikiiler sivisindaki yiiksek
melatonin seviyeleri ve overlerdeki melatonin baglayan bdlgelerin varhigi,
melatoninin, overyal fonksiyonlar iizerine bir modiilatér olarak rol oynadigi
hipotezini ortaya attirmistir. Melatonin, insan graniilosa-luteal hiicrelerindeki
melatonin reseptorleri araciligiyla bir steroid hormon olan progesteron iiretimini,
liteinize edici hormon(LH) reseptorlerini ve gonadotropin salgilatic
hormon(GnRH) reseptdr gen ekspresyonunu diizenler (Woo et al, 2001).
Melatoninin-membran etkilesmeleri {izerine heniiz yapilmis tek bir ¢alisma
mevcuttur. Bu calismada melatoninin yiiksiiz model membranlar ile UV-
radyasyonuna bagli olarak etkilesmesi Diferansiyel tarama kalorimetresi ile
incelenmistir (Saija et.al.,2002). Melatonin-membran etkilesimini daha iyi
anlamak i¢in daha fazla teorik ve deneysel calisma gereklidir Bu tip ¢alismalar

melatoninin molekiiler diizeyde anlasilmasina yardimci olacaktir.

Biyoteknolojik uygulamalarda ve molekiiler diizeydeki c¢aligsmalarda
kullanacagimiz tekniklerden biri olan Fourier transform infrared (FTIR)
spektroskopisi sistemi bozmadan direkt olarak kullanilan essiz bir tekniktir
(Parvez et al, 1998; Mantsch et al, 1996). Membranin FTIR bandlarinin tanimi
bilinmektedir. Bu bandlarin frekans degisimleri, band genislikleri, sinyal
siddetleri ve bu parametrelerin sicakliga gore degisimleri, bize ilaglarin membran

faz gecisi, membran diizeni ve akiskanligi lizerinde yaptig1 etkileri ve ilaglarin
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membran i¢indeki konumunu verir (Casal et al, 1984; Severcan, 1997; Severcan
et al, 1995; Lewis et al, 1990; Casal et al, 1989; Severcan et al, 2000; Lopez-
Garcia et al, 1994). Ilaglarmn membran fazlarinda yaptig1 etkiler direkt olarak

diferansiyel tarama kalorimetresi ile saptanir (Jeffrey, 1988; Kodama et al, 1982).
1.4 SPEKTROSKOPININ TEMELI

Spektoskopiyi yiiklii veya yiiksiiz bir temel tanecigin madde ile
etkilesmesini ve bu etkilesme sonucundaki olaylar1 inceleyen bilim dali ya da
radyasyonun madde tarafindan absorpsiyonu veya yayilmasi iizerinde yapilan

calismalar olarak tanimlayabiliriz.

Spektroskopik bir olayda bir uyarici, incelenecek olan numune ve bir de

cesitli yollarla gézlenen tanecikler vardir. Sematik olarak bir spektroskopik olay;
Uyaricit + Numune — Go6zlenen tanecikler

seklinde ifade edilebilir. Uyaric1 olarak belirli bir enerjiye sahip iyon, atom,
molekiil, elektron, ndtron, proton, foton, fonon ve hatta 1s1 enerjisi
kullanilabilmektedir. Uyarici, madde ile etkilestigi zaman ya kendi enerjisi

degismekte ya da yine ad1 gegen taneciklerden biri yayilmaktadir.

Gelen ve yayilan taneciklerin cinsine gore spektroskopi ¢esitli isimler alir.

Bunlar Tablo 1.2°de gosterilmistir.
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Gozlenen Tanecik Spektroskopi

Iyon, atom veya molekiil ~ Iyon, atom, molekiil sagilma spektroskopisi, kiitle

spektroskopisi

Elektron Elektron spektroskopisi, elektron mikroskopisi
Proton, nétron Proton, nétron sagilma spektroskopisi

Fonon (ses) Foto-akustik (opto-akustik) spektroskopi
Foton Optik spektroskopi

Tablo 1.2: Gozlenen Taneciklere Gore Spektroskopi Cesitleri

Optik spektroskopi; fotonlarin madde ile etkilesmesini inceleyen bir bilim
dalidir. Foton ‘elektromanyetik dalgalar1 olusturan enerji paketleri veya
tanecikleri’ seklinde tanimlanabilir. O halde optik spektroskopi elektromanyetik
dalganin elektrik alan bileseni ile maddenin etkilesmesi ve bu etkilesmenin dalga
boyu ile degismesi veya bu olayr inceleyen bir bilim dali seklinde de

tanimlanabilir.

Ismmla madde etkilesmesi cesitli sekillerde olabilmektedir. Bu
etkilesmeleri belirleyen fiziksel Ozelliklerin Olclilmesi ¢esitli  sekillerde
yapilmaktadir. Dolayis1 ile olgiilen fiziksel ozellige ve Olgme sekline gore de

optik spektroskopi degisik isimler almaktadir. Bunlar su sekilde siralanabilir;

1) Isinimin sogurulmasi; spektrofotometri: X-1gin1 spektroskopisi, UV,

goriliniir, IR - Raman, atomik sogurma, NMR, ESR, CD ve ORD.

2) Ismimin yayilmasi; yayma veya salma spektroskopisi: atomik emisyon

spektroskopisi, floresans, radyokimyasal yontemler.
3) Isinimin sagilmasi; Tirbidimetri, Raman spektroskopisi.

4) TIsinmmin kirilmasi; Refraktometri, Interferometri, X-1s1n1 kirmima.
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1.4.1 Elektromanyetik Spektrum

Elektromagnetik 1ismmimlar 10° eV den 10® eV ye kadar genis bir enerji
araligini kapsar. Gozle goriilebildigi i¢in goriiniir bélge olarak adlandirilan kisim
elektromagnetik 1s1mmimin ¢ok kiiciik bir bolgesidir. Enerjilerine gore biiylikten
kiictige siralandig1 zaman elektromanyetik 1smimlar X, UV (mor 6tesi), goriintir,

IR (kiz1l 6tesi), mikrodalga ve radyo dalgalar1 kismindan olusmaktadir.

Bir molekiiliin sogurma (absorpsiyon) bandlarinin yeri, atomik ve
elektronik yapisina baglidir. Bir molekiiliin enerjisi, yaklasiklikla, elektronik (Ee),
titresim (Ey) ve donme (E,) hareketlerine ait enerjilerin toplami olarak yazilabilir

ve bu enerjilerin hepsi kuantlagsmistir.
E=E.+E,+E
Bir molekiil 151k enerjisi absorpladiginda;

E = hv = hc/A ya esit olan bu enerji artist elektronik, titresim ve donme
uyarmalar1 yapar. Infrared (kirmizi 6tesi) 1simlarin enerjisi titresim ve dénme
uyarmalar1 seviyelerini uyarabilir, ultraviyole (mor Otesi) 1sinlarin enerjisi ise
elektronik ve dolayisi ile titresim ve donme uyarmalarina neden olur. Yalniz
donme seviyelerinde enerji artisi i¢in ¢ok diisiik enerjili 1s1nlar, mikrodalgalar

gerekir.

Radyasyon olusumunu saglayan fiziksel veya kimyasal olaylarin spektrum
araliklarim1 belirleyebilecegi goriisii de mevcuttur. Bu agidan bakinca y-1sinlari
ve kozmik 1sinlarin niikleer gecislerden, X-1sinlariin i¢ € gecislerinden, UV ve
visible (mor Otesi ve goriiniir) bolge 1sinlarinin valans € gecislerinden, IR (kirmizi
Otesi) 1sinlarin molekiil titresimi ve donme titresim seviyeleri arasindaki
gecislerden mikrodalgalarin  molekiiller donme ve c¢ekirdek presesyon

hareketlerinden olustugu sdylenebilir.
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(Dalgaboyu) Radyofrekans (Niikleer magnetik rezonans
— (10m-1cm) bolgesi ve elektron spin rezonans
spektroskopisi)
. (1cm-100um) Mikrodalga bolgesi  (Donme spektroskopisi)
| (100pum-1pm) Infra-red bolgesi (Titresim ve dénme
Spektroskopisi)
(1um-10nm) Goriiniir ve mordtesi  (Elektronik spektroskopi)
bolgesi
- (10nm-100pm) X-1s1nlari (X-1s1nlar1 spektroskopisi)
— (100pm- ) y-1sinlart (Mdssbaver spektroskopisi)

Tablo 1.3: Elektromagnetik Spektrum Bolgeleri
1.4.2 Infrared Spektroskopisi

Infrared spektroskopisi, goriiniir bolge ile mikrodalga bolge arasinda
kalan enerjinin molekiiller veya kimyasal gruplar tarafindan absorplanmasinin
Ol¢limiine dayali bir yontemdir. Infrared spektroskopisinin organik kimya
uygulamalari, hemen hemen tamamiyle 4000-650 cm™ bélgesi yani ‘infrared
bolgesi’ ile ilgilidir. 650 cm™ den daha diisiik frekanslar ‘uzak infrared’ ve 4000

cm™ den daha yiiksek frekanslar ise ‘yakin infrared’ olarak tanimlanur.

Homoniikleer molekiiller hari¢ biitin molekiiller infrared 1sinlarini
absorplarlar ve molekiildeki baglarin gerilmesine (bag uzunluklarmin
degismesine) yol acarlar. Organik bilesiklerde belirli bag tiirleri bilesikten

bilesige biiyiik farklilik gostermedigi icin bu yoOntemin kullanilmasi ile
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bilinmeyen bir bilesikteki bag tiirleri dolayisi ile fonksiyonel gruplar kolayca

bulunabilir.

IR spektrofotometreleri dalga boyuna veya dalga sayisina Kkarsi
absorpsiyonu ya da gecirgenligi kaydederler.

Infrared 151k absorpsiyonu bir molekiiliin titresim ve dénme hareketlerinde
degisiklikler meydana getirir. Bu degisiklikler i¢in enerji diisiik olup, vibrasyonel
(titresim) degisiklikler ‘yakin infrared’ ve ‘infrared’ bolgede, rotasyonel (donme)
degisiklikler ise ‘uzak infrared’ ve ‘mikrodalga’ bolgelerinde meydana gelir.
Infrared radyasyonunu absorplayan bir molekiilde titresim enerji seviyelerinde bir
gecis olmaktadir. Bu gegis, absorplama sebebiyle belirli bantlar halinde kendini
gostermektedir. Infrared radyasyonunun absorplanmasi sonucu olusan titresim
hareketi basit iki atomlu bir bilesik iizerinde agiklanabilir. Kimyasal bag1 basit

olarak bir yayla tutturulmus iki kiitle olarak diislinebiliriz.

m, m,

Yayla tutturulmus iki kiitleye disardan bir kuvvet uygulayarak kiitleleri
denge konumundan uzaklastirirsak aradaki uzaklik Ar kadar degisecektir. Hooke
kanununa gore sistem bu degisiklige ters yonde etkiyen bir f kuvvetiyle karsi

koyacak ve salinima gegecektir. f ‘in biiyiikliigii Ar ile orantilidir.
f=k.Ar

Burada “k” ya ‘kuvvet sabiti’ adi1 verilir. Molekiil sistemlerinde de bag
kuvvetinin bir gostergesidir. Harmonik salinim yapan yayla baglanmis olan
sistemdeki potansiyel enerji degisimleri uzakliga bagli olarak Sekil 1.13°de
gosterilmistir. Mekanik modelle molekiil arasindaki benzerlik tam degildir.

Mekanik modelde enerji degisimi siireklilik gosterirken molekiiler sistemlerde
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enerji seviyeleri belirli kuantumlara ayrilmistir. Kuantum mekaniginde de basit

harmonik salinim yapan bir molekiildeki enerji seviyeleri ;

En = hv (n+1/2) bagintis1 ile verilmektedir.

Bu bagintida n titresim kuantum sayisini gostermekte ve 0,1,2,3,... gibi

sayisal degerler alabilmektedir. h planck sabiti, v temel titresim frekansidir. n = 0

oldugu zamanki titresim enerjisine;

Eo = 1/2 hv sifir nokta enerjisi denir.

Enerji seviyelerinin kuantali olmas1 durumu diginda gercek molekiillerde

potansiyel enerji tam parabolik olmayip sekildeki gibidir (Sekil 1.13).

TR SRS <3

Potansiyel Enerji E

r,__." l‘__
M2 co—e-8 |
- - |
l fe—— 13—

/ .
! Ayrigsma enerjisi

2

Enerji Seviyesi
Vv

O = N W auUO

Atomlar aras1 uzaklik r

Sekil 1.13: Potansiyel enerji diagrami (1) Harmonik osilatér (2)

Anharmonik osilator.

Yukarida verilen enerji esitligi gergek sistemler i¢in ancak yaklasik olarak

gecerlidir. Gergek egride kuantum sayisi arttikca enerji seviyeleri arasindaki

farkin azaldig1 goriilmektedir.
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Iki enerji seviyesi arasindaki fark, AE;

AE =21 E esitligi ile wverilebilir. Burada k kuvvet sabitini, u
TNH

indirgenmis kiitleyi gostermektedir.

Iki atomlu bir molekiil i¢in;

m,m N
u =—=—2— olarak verilebilir.
m, +m,

Bu enerji farkina karsilik gelecek 1sinin dalga boyu (veya dalga sayisi);

AE:E:hCU:L K , ve U:L Eolacaktlr.
A 2\ 1 2rc\ u

1.4.3. Titresim Cesitleri

N sayida atomdan olusan bir molekiildeki toplam serbestlik derecesi 3N
kadardir. Bunlardan 3°’t Oteleme, 3’ donme (molekiill dogrusalsa 2 si)
serbestligine karsi gelmekte dolayisi ile 3N-6 (veya 3N-5) kadar1 da titresim
derecelerine karsilik gelmektedir. Titresim hareketi iki tipte olabilir; gerilme ve

egilme (Sekil 1.14).

[lki atomlar arasindaki bag boyunca meydana gelen periyodik
gerilmelerdir, egilme titresimleriyle bag ekseninde 90° lik yer degistirmeler olur.
Gerilme titresimleri biikiilme (egilme) titresimlerinden daha yiiksek enerjilidir.

Kendi i¢inde de asimetrik gerilme simetrik gerilmeden daha yiiksek enerjilidir.

IR 1sininin elektrik alan vektoriiniin molekiille etkilesebilmesi i¢in temel
titresim sirasinda molekiiliin dipol momentinde bir degisiklik olmasi, salinmasi

gerekmektedir. Bu bir genel kuraldir. Bir molekiiliin IR aktif olabilmesi i¢in dipol
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momentinin titresim sirasinda degismesi gerekmektedir. Buna secimlilik kurali

denir.
Ikinci bir se¢imlilik kurali da harmonik salinim yaklasimindan

cikarilabilir. Buna gore 1s1nimin absorplanmasi ancak enerji seviyeleri arasindaki

fark AE = +1 ise ger¢eklesecektir.

A) ) 4
C<—D—>C C<—D<—C O—1T1—0O O—TI1—C

Simetrik gerilme  Antisimetrik gerilme *  Bgilme T + Egilme +

RN A AT

Simetrik gerilme Antisimetrik gerilme + Egilme + Egilme

Sekil 1.14: (A) Lineer (B) Non-lineer ii¢ atomlu bir molekiiliin titresim
tipleri. Atomik yerdegistirmeler, oklar ve + sayfa diizlemine, - sayfa disina dik

semboller ile gdsterilmistir (Arrondo et al, 1993).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Kimyasal Maddeler

Melatonin (N-Acetyl-5-methoxytryptamine) ve L-a-Phosphatidylcholine,
dipalmitoyl (DPPC) Sigma (St. Louis, Mo) firmasindan satin alinmistir. Biitlin

kimyasal maddeler bu haliyle daha fazla saflastirilmadan kullanilmiglardar.
2.2. Membran Orneklerinin Hazirlanmasi

Membran ornekleri Severcan et al (1995)’dan kaydedilen prosediire gore
hazirlandi. Degisik melatonin konsantrasyonlart i¢in gerekli olan melatonin
miktarlart hesaplandi. 5 mg. melatonin 1000 w/ etanolde ¢oziinerek stok ¢ozelti
hazirlandi. Her bir konsatrasyon icin ependorf kaplarina, hazirlanan stok
cozeltiden gerekli melatonin miktar1 konuldu ve herbir ependorftaki etanoliin
fazlas1 azot gazi gegirilerek uguruldu. Saf DPPC (%0) i¢in de dahil olmak {izere
biitlin ependorflarin igine 5 mg. DPPC konuldu. Lipidi ¢ézmek i¢in 150 u/
kloroform konulup eritildikten sonra kloroformun fazlas1 azot gazi ile uguruldu.
Kalan tiim organik ¢oziiciilerden iyice arindirilmasi i¢in drnek kaplari vakum
sistemine (Spin-Vac, HETO) baglandi1 ve en az 2 saat vakum yapildi. Bu islem
sonucunda kuru ince lipid tabakalar1 elde edildi. Lipid tabakasi igeren kaplara 25
ul tampon ¢ozelti (fosfat buffer) konuldu. Karigim, lipid ana faz gegis sicakliginin
20 °C iizerinde 1sitilip karistirilarak yarim saat vortex karistiricida calkalandi ve

boylece siit renginde ¢ok katli katmanlar elde edildi.
2.2.1. FTIR Cahsmalan Icin Ornek Hazirlanmasi

FTIR caligmalar1 icin Bomem 157 FT-IR spektrometresi kullanilmistir.
Hazirlanan membran 6rneklerinden 20 ul alindi ve 12 gm hiicre kalinlikli suda
¢coziinmez CaF; quartz pencere arasina konuldu. Bu pencere sicaklik kontroliine

uygun metal kaba konduktan sonra sicaklik kontrol sistemine yerlestirildi.
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Sicaklik Unicam Specac sicaklik kontrol birimi ile ayarlanip, 6rnege yakin
yerlestirilen 1s1l ¢ift ile 6l¢iildii. Her 6rnek igin 2 cm™ ¢ozme giicii ile 50 tarama
yapildi. Ornekler her sicaklikta 10 dakika inkiibe edildi ve 2 °C araliklar ile 25 °C

ile 70 °C arasinda tarandi.
2.2.2. DSC Olgiimleri i¢in Ornek Hazirlama

DSC olgiimleri i¢in lipid karisimi infrared ¢alismalari i¢in kullanilan aymi
yontemle hazirlandi. Sadece 2 mg lipid ve 50 u/ tampon ¢ozelti (fosfat buffer)
kullanildi. Ornekler TA Q 100 DSC aletinde taranmustir. Isitma hizi dakikada
1 °C dir. Caligilan sicaklik bolgesi 25 °C ile 65 °C arasindadir.

2.3. FOURIER TRANSFORM iNFRARED (FTIR)

FTIR aletindeki ana fikir bir interferogram iiretmektir. Interferogram, iki
1s1n arasindaki radyasyonun girisiminden meydana gelen bir sinyaldir ve bu iki
1s1in arasindaki yol farkinda meydana gelen degisimin bir fonksiyonu olarak

tanimlanir.

Tipik bir FTIR spektrometresinde yer alan temel bilesenler Tablo 2.1°de
gosterilmistir.  FTIR  spektrometresinde kullanilan en Onemli parametre
cogunlukla Michelson interferometresi olan interferometredir (Sekil 2.1). Bu
interferometre, biri sabit digeri ise hareketli olan birbirine dik iki ayna ve bu iki
aynanin yilizeylerini ikiye bolen yar1 yansitan bir aynadan (15in boliicli) olusur.
Isin boliicii, kaynaktan (orta-infrared bolgesi i¢in ¢ogunlukla kullanilan Globar —
silikon karbid — kaynagi) gelen 1sin1 iki esit par¢aya boler. Bu iki par¢a daha
sonra iki ayna yiizeyine gider, burada yansirlar ve tekrar birlesmek ve girisim
olusturmak i¢in 151n boliicliye donerler. Isin boliicliden ¢ikan toplam 151n 6rnek

icinden gecer ve FTIR spektrometresinde toplanir.
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_ s —  — —

kaynak | interferometre | 6rnek | dedektoér | amplifikatér | analog | bilgisayar

Tablo 2.1: FTIR spektrometre bilesenleri.

Hareketli aynanin oynadigi rol, iki 1s1n arasinda optiksel bir yol farki
olusturmaktir. Eger iki yol uzunlugu ayni ise, iki 1sin yol farki nA ya esit ve ayni
fazda olacaktir ve biitiin frekanslar i¢in yapici bir sekilde tekrar birleseceklerdir.
Fakat iki 1sin arasinda (n+1/2)A yol farki olursa o zaman yikici bir sekilde
etkilesecekler ve girisim frekansa ve aynanin hareket uzakligina bagli olacaktir.

Sonugta bir interferogram olusur (Stuart, 1997).

Sabit Avna
L )
1 N N A
misml N
\ Gelen Isik
Hareketli I &
Ayna B | s < - O
I N Kaynak
AN
g lam) &
________ TR R
He-Ne Lazer Isig1 ] , H | N\ Isin Boliici
> I | Y Yansiyan Isin
- I
Bevaz Isik ’ i |_, : Ornek
. Referans =l ‘
Interferometresi Dedektor ——

Sekil 2.1: Michelson interferometresi
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FTIR spektrumu ¢ogunlukla absorbansin, titresim frekansi ile orantili olan

dalga sayisina (cm'l) kars1 ¢izimi ile gosterilir.

Aletin i¢indeki atmosferin CO, ve H,O nun absorpsiyonu spektrum elde
ederken dikkate alimir. Atmosferik absorpsiyonun spektrumu Ol¢limler
gerceklestirilmeden Once saglandi ve elde edilen 6rnek spektrasindan otomatik
olarak cikarildi (Sekil 2.2). Ek olarak ornege eklenen akdz soliisyonun (fosfat
buffer) absorpsiyon problemi dijital data c¢ikarma metodu ile ¢oziildi. Su

spektrumu incelenen maddenin orjinal spektrasindan ¢ikarildi (Sekil 2.3).

15Q

Absorbans

y

07

4000 400

Dalga Sayist (cm™)

Sekil 2.2: Havanin infrared spektrumu
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J

-.602

Absorbans

5935
Dalga Sayist (cm™)

Sekil 2.3: Suyun infrared spekturumu

Bilgisayarla donatilmis modellerinde fark spektrumlarin alinmasi,
reflektans Olgiimlerinin yapilabilmesi, hafizaya kaydedilen spektrumun daha
sonra  cagirilarak  incelenebilmesi  gliniimiiz  kullanicilarina  saglanan
kolayliklardan birkagidir. Spektrumun istenen dalga boyu araliginin biiyiiltiilerek
incelenmesi daha kesin analizlere imkan saglamaktadir. Bir bilgisayar arsivindeki
kayitl spektrumlarla yeni bir numuneye ait spektrumun karsilastiriimasi
bilgisayar tarafindan yapilarak numunenin hangi madde oldugu kisinin spektrum

yorum yapmadan analiz yapmasini saglar olmustur.

Monokromator kullanilmayan FTIR da yayilan tiim dalga boylarindaki
151k bir bilgisayar tarafindan analizlenmektedir. Pulslar halinde gonderilen 151n
her dalga boyunda ayr1 ayr1 bilgisayarca analizlenerek absorplanmalar
toplanmaktadir. Boylelikle zayif absorpsiyon degerleri bile biiyiik hassasiyetle
Olctilmektedir.
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2.3.1. FTIR Spektroskopisinin Diger Biyofiziksel Tekniklere Gore

Avantajlari

Membranlarin c¢esitli karakteristiklerini arastirmak i¢in farkli fiziksel,

kimyasal ve spektroskopiksel teknikler kullanilmaktadir.

X-1s1m1 diizensiz fazlarin detayl ¢alisilmasi icin yeterli degildir ve ayrica
cok kiiciik miktarlarda su iceren kristallerden elde edilen sonuclarin, su igeren
gercek sistemler hakkinda kesin bilgi vermesi pek olast géziikmemektedir. Ayrica
bu teknik ile incelemeler ¢ok uzun zaman almaktadir. X-1sinlarinin bu dezavantaji
sistem hakkinda siiratle bilgi veren spektroskopik tekniklerin gelismesine dnayak

olmustur.

ESR ve Floresans spektroskopisinde kullanilan prob molekiillerin varlig
data analizi i¢in birgok komplike faktorler iiretir; birincisi yapilart ve polariteleri
fosfolipidlerinkinden farklidir. Bu nedenle gevreyi altiist edebilirler. ikincisi, prob
molekiilleri, inceleme altindaki membran bilesenleri hakkinda direkt yapisal ya
da dinamik bilgi ¢ikarmak i¢in 6nemsiz olmayan spektral parametreler iiretirler.
Infrared spektroskopi teknigi ortami bazen higbir prob madde icermeden ortam

hakkinda stiratle bilgi veren essiz bir tekniktir.
FTIR spektroskopisinin avantajlari su sekilde 6zetlenebilir:

- FTIR metodu hizli ve duyarli bir tekniktir. Aletin ¢alisma prensibi ¢ok

zor degildir.

- IR 1511 Ornek tarafindan belirli bir enerji limitine ihtiya¢ olmadan

tamamen absorplanir.

- IR, molekiiler titresimler ve farkli molekiiler parcaciklardan meydana
gelen spektral bolgeler agisindan avantaja sahiptir, mesela membranlar i¢in bas-

grup ve hidrokarbon zincir bolgeleri goriintiilenebilir.
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- Yapisal ve dinamik veriler spektroskopik problarin kullanimi

gerekmeksizin inceleme altindaki verilerden ¢ikar.

- Infrared spektroskopide, titresimler, lipid molekiiliiniin ¢esitli

bolgelerinden gozlenebildigi icin bu verilerden yapisal bilgi toplanabilir.

- Lipidler jel ya da siv1 kristal fazlarda kolayca caligilabilmektedir. Asil
zincirlerin ve bas gruplarin titresimsel spektrumu fiziksel durumun bir
fonksiyonudur, iki form arasindaki konformasyonel gegcisler, titresimsel

spektrumun sicakliga baglilig 6l¢iilerek belirlenebilir.

- Data elde etme, modern spektrometre dijital oldugu icin oldukga

kolaylasir. Frekans, band genisligi degerleri + 0.05 cm™ hassasiyetle elde edilir.
- In vivo membran calismalar1 da miimkiindir.

Yukarida bahsedilen avantajlar FTIR’1 membran c¢aligmalar i¢in uygun
kilar. Biyolojik orneklerde herzaman varolan suyun, infrared spektrumunu 6nemli
derecede absorblamasi teknigin en Onemli dezavantajidir. Bu nedenle suyun
kuvvetli sogurma bandi biyolojik sistemler ile ilgili bazi bandlarin iyi
ayrismamasina neden olur. Bu durumdan dogan sorunlarin iistesinden gelmek
i¢cin su bandinin biyolojik 6rnek bandindan ¢ikarilmasi gerekmektedir. Diger bir
metod da ornekleri D,0O ¢6ziicii iginde hazirlamaktir. Bu durumda D-H degisimi

hesaba katilmalidir.
2.4. INCELENEN INFRARED SPEKTRAL BOLGELERI

Bu caligmada hidrokarbon kuyrugu temsil eden karbon- hidrojen (C-H)
gerilme bandlar1 ve bas grubu temsil eden karbonil titresim bandlar1 incelenmistir.
Karbon-hidrojen gerilme titresimleri 2800-3100 cm™ spektral bolgesindeki
bantlara, karbonil gerilme titresimleri de 1700-1750 cm™ spektral bolgesindeki
bantlara neden olur (Tablo 2.3).
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Incelenen biitiin titresimler, sicakliga bagli olarak frekans ve band
genisliginde degisim gosterir ve bu da molekiiler diizeyde yapisal ve fonksiyonel

degisimlere karsilik gelir (Stuart, 1997).

Frekans (cm™) Bandlar

3010 =C — H gerilme

2956 CH3 asimetrik gerilme
2920 CH, asimetrik gerilme
2870 CH3 simetrik gerilme
2850 CH, simetrik gerilme
1730 C=0 gerilme

1485 (CH3)3N" asimetrik egilme
1473, 1472, 1468, 1463 CH, makaslama

1460 CHg; asimetrik egilme
1405 (CH3)sN™ asimetrik egilme
1378 CH3 simetrik egilme
1400-1200 CH, sallanma band progresyonu
1228 PO, asimetrik gerilme
1170 CO-O-C asimetrik gerilme
1085 PO, simetrik gerilme

1070 CO-O-C simetrik gerilme
1047 C-O-P gerilme

972 (CH3)sN™ asimetrik gerilme
820 P-O asimetrik gerilme
730, 720, 718 CH, sallanma

Tablo 2.2: Lipidlerin karakteristik infrared bandlar
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2.5. FTIR SPEKTROSKOPIiK MEMBRAN ARASTIRMALARINDA
KULLANILAN AMPIiRiK KURALLAR

2.5.1. CH, Antisimetrik Gerilme Bandlar

Fosfolipidin asil zincirlerini yani hidrokarbon kuyrugu temsil eden

1

karbon-hidrojen gerilme bantlarindan en giigli olan1 2920 cm™ spektral

bolgesinde gozlenen CH, Antisimetrik gerilme bantlaridir.
CH; Antisimetrik titresim modunun frekansinin sicakliga bagl degisimleri;

- Fosfolipidin hidrokarbon zincirinin diizeni (trans veya gauche durumu)

hakkinda bilgi verir.

- Frekans degerlerinin yiiksek dalga sayisina kaymasi gauche sayisindaki
artima yani lipid asil zincirinin esnekliginin artmasina, diger bir degisle sistemin

diizensizliginin artmasina karsilik gelir.

- Frekans degerlerinin diismesi trans konformerlerinin artmasina, dolayisi
ile sistemin diizeninin artmasina karsilik gelir (Umemura et al, 1980; Casal and

Mantsch, 1984; Cameron and Charette, 1981; Flach et al, 1993).

CH; Antisimetrik titresim modunun band genisliginin sicakliga bagh
degisimleri;

- Titresim ve torsiyonel hareketlerdeki degisime karsilik gelir.

- Band genisliginin artmasi lipid membran dinamiginin (akiskanliginin,
lipid mobilitesinin) arttigin1 gosterir.
- Band genisligi azaldikca membran dinamigi (akiskanlhigi, lipid

mobilitesi) azalir (Toyran and Severcan, 2002; Lopez-Garcia et al, 1993).
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2.5.2. CH, Simetrik Gerilme Bandlar

Fosfolipidin asil zincirlerini temsil eden karbon-hidrojen gerilme
bandlarindan diger bir giiclii olan1 2850 cm™ ¢evresinde gdzlenen CH, simetrik
gerilme modudur. Bu bandin frekansinin ve band genisliginin sicakliga bagh

degisimi CH; antisimetrik gerilme bandiyla ayn1 6zellikleri tasir (Stuart, 1997).
2.5.3. CH3 Asimetrik Gerilme Bandlar1

Fosfolipidin asil zincirlerinin, karbon-hidrojen bandlarindan bir digeri
2956 cm™ bolgesinde ki CHj asimetrik gerilme bandidir. Bu bant palmitol

zincirlerinin terminal metil grubunun asimetrik titresimlerinden olusur.

CHj3 asimetrik gerilme modunun frekansinin sicaklifa degisimleri
incelendiginde;

- Frekans membranin i¢ kisminin dinamigi hakkinda bilgi verir.

- Frekanstaki degisim membranin i¢ kisimlarinin diizeni hakkinda bilgi

Verir.

- Frekansin artmast membranin i¢ kisimlarinda asil zincirin hareket
serbestliginin artmasi dolayisi ile membranin diizensizliginin artmasi anlamina

gelir (Umemura et al, 1980; Kazanci et al, 2001).
2.5.4. C = O Gerilme Bandlan

Fosfolipidin bas grubunu temsil eden karbonil titresim bant1 1735 cm™
cevresinde gozlenen C = O gerilme modudur. C = O gerilme modunun

frekansiin ve band genisliginin sicakliga bagli degerleri incelendiginde;

- Frekansin diisiik degerlere kaymasi hidrojen baglanmasinin kuvvetli

oldugunu gosterir.
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- Frekansin yiiksek degerlere kaymasi karbonil grubun dehidrasyonunun

arttigini yani serbest C=0O gruplarinin arttigini gosterir.

- Band genisligindeki degisim C=0 bdlgesi civarinda membran dinamigi
hakkinda bilgi verir (Lewis et al, 1990; Toyran and Severcan, 2003; Jackson and
Mantsch, 1993).

2.5.5. P = O Gerilme Bandlar:

Bu band da C = O gerilme bandi gibi fosfolipidin bas grubunu temsil eden,
1220-1260 cm™ spektral bolgesinde gozlenen fosfat bandidir. P=0O gerilme
bandinin etkileri C = O gerilme band: ile ayn1 6zellik tasimaktadir (Lopez-Garica
et al, 1993; Casal et al, 1989; Kan-Zhi et al, 1996).

2.5.6. Asil (Hidrokarbon) Zincirlerin Spektral Karakteristigi

Sekil 2.4, DPPC multilamellar ¢ift tabakanin, farkli sicakliklarda, C — H
gerilme bolgesindeki spektrumunu gosterir. Bu sekil, sicakliklardaki degisimlerin,
pik pozisyonunda, pik yliksekliginde ve C — H gerilme bandlarinin band
genisliginde onemli degisiklikler tirettigini gosterir. Genelde, pik yiiksekligi artan
sicaklik ile azalir. CH; antisimetrik ve simetrik gerilme bantlari, jel fazda
nispeten bir dereceye kadar keskindir. Sivi kristal faza doniisiimde, bu bantlar
genisler ve absorpsiyonlar1 daha yiiksek dalga sayilarina kayar. Akoz lipid
topluluklarmin en yaygin yapisi, diizenli, rijid jel faz ve daha akiskan, diizensiz
stv1 kristal faz gibi iki fiziksel durumda bulunabilen ¢ok katli yapidir. Bu iki
durum arasindaki sicaklik kaynakli gecis, yani jelden siv1 kristal faza gecis,
infrared spektrumunda 6nemli degisimler iiretir. Sekil 2.4’de de goriildiigii gibi;
pik pozisyonunda ve band genisligindeki ani artig ve pik yiiksekligindeki ani bir
azalis yaklasik 41 °C civarinda gozlenir (Casal and Mantsch, 1984). Bu gegis
hidrokarbon zincirlerinin erimesine karsilik gelir ve bu nedenle de bazen zincir

erime faz gecisi olarak da ifade edilir. Bu durum asil zincirlerde yapisal
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diizensizligin  (gauche konformerleri) baslangicina neden olur. Band
genigligindeki degisimler de asil zincirlerin hareket hizlarindaki degisimlere

baglhidir (Asher and Lewin, 1977 ve Casal, 1980).

Absorbans

e i ! ' + t + ' ; =
3000 2980 2960 2940 2920 2900 2880 2860 am40 aszoe

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 2.4: DPPC c¢ok katmanli lipozomlarin C — H gerilme boélgesinin
farkli sicakliklardaki FTIR spektrumu.
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2.6. DIFERANSIYEL TARAMA KALORIMETRESI (DSC)

DSC, benzer 1s1 kapasiteli referans bir ornek ile karsilastirilan lipid
dispersiyonunun sicakligindaki sabit degisimi Glgen en yaygin metodlardan
biridir.

Yapt hakkinda herhangi bir bilgi vermez fakat bir fazdan digerine
donilistimiin yer aldig1 dogru sicakligi gosterir ve gegislerin entalpisini dlger.
Endotermik gecisin spesifik sicaklik absorpsiyon egrisinin dikligi faz gecislerinin
isbirligi ile ilgilidir. Faz gecisinin st ya da alt sicaklig1 arasindaki 1s1 absorpsiyon
pikinin veya sicaklik farkinin yar yiiksekligindeki sicaklik genisligi bu bilgiye
ulagsmamizi saglar (Silvius, 1982; McElhaney, 1982; Small, 1985). Gegis entalpisi

asil zincirlerin erime enerjisini yansitir.

Eger sistemin sicakligr arttirilirsa, sistem daha yiiksek enerji durumlarina
kayar. Bu, lipidlerin jelden sivi kristal faza termotropik gegislerine neden olur
(Sekil 2.5A ve 2.5B). Sicaklik arttirildiginda, trans ¢ift bag ve cis ¢ift bag, serbest
hacmi ve serbestligin rotasyonel derecesini arttirir, bu durum azalan diizen ve

artan entropi demektir.
AG=AH-TAS=-RTInK

AG sifira yakin oldugunda, sistemde iki durum sozkonusudur. Bu iki

durum arasindaki Gibbs Enerji fark: sifir ise o zaman;

Tm=AH/AS olur.
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Sekil 2.5: A: Belirli sicakliklardaki, endotermik 6n gegis ve ana gecisin
DSC olgtimleri

B. Jel ve siv1 kristal fazda, fosfolipidin diagramatik cross —

sectional gosterimi.
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3.SONUCLAR

Bu calismada FTIR (Fourier Trasform Infrared) ve DSC (Diferansiyel
Tarama Kalorimetre) teknikleri kullanilmistir. Ik olarak FTIR tekniginden elde
edilen sonuglar incelenecektir.Elde edilen sonuclarin analizi boyunca yapisal
parametreler (diizen gibi) ve dinamik parametreler (band genisligi gibi) dikkate

alinmustir.

Calismada kullanilan diger bir teknik olan DSC ile kalorimetrik olarak faz
gecis sicakliklart hakkinda bilgi elde edilmistir. Dikkate alinan parametreler 6n

gecis sicakligl ve ana faz gegis sicakligidir.
3.1 FTIR CALISMALARI

FTIR teknigi kullanimi ile degisik frekans bolgelerindeki (antisimetrik,
simetrik gerilme bolgeleri ile biikiilme ve makaslama bolgeleri) degismeler ve bu

frekanstaki bant genisliklerinden fizikokimyasal bilgiler elde edilebilir.

Lipidlerin infrared spektrasi, bag grup ve hidrokarbon zincir spektral
karakteristikleri  belirtilen  farkli  molekiiler  pargaciklarin  molekiiler

titresimlerinden baslayan iki spektral bolgede ¢alisiimistir.
3.1.1 C - H GERILME BOLGESI
3.1.1.1 CH; Antisimetrik Gerilme

Sekil 3.1°deki CH antisimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga
bagli degerleri saf DPPC lipozomu igin incelendiginde; jelden sivi kristal faza
gecisin yaklasik 41°C de merkezlenen dar bir sicaklik araliginda meydana geldigi

gozlenmistir.

Saf DPPC lipozomlarina farkli % mol melatonin eklendiginde faz gecisi

degismistir. Melatoninin artan konsantrasyonlari (%1 mol hari¢) faz gecis
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egrisinin, 6zellikle %24 ve %30 gibi yiiksek konsantrasyonlarda, genislemesine

ve faz gecis sicakliginin diigmesine neden olmustur.

Saf DPPC lipozomlarina farkli konsantrasyonlarda
(%1, %3, %6, %9, %15, %24, %30 mol) melatonin eklenmesi ile, faz gegiginin
altindaki sicakliklarda yani jel fazda frekansta derece derece azalma gozlenmistir.
Faz ge¢isinin iistiindeki sicakliklarda yani sivi kristal fazda ise frekans saf DPPC
lipozomun frekans1 ile aym kaldigi i¢in ihmal edilebilir etkiye sahiptir.

Frekanstaki bu degisimler degerlendirildiginde;

- Jel fazda, farklt % mol melatoninin DPPC lipozomlarina eklenmesi ile
frekansin azalmasi, sistemde gauche konformerlerinin sayisinin azalmasina ve bu

da sistemin asil zincir (hidrokarbon zincir) diizeninin artmasina neden olmaktadir.

- Sivt kristal fazda, melatoninin artan konsantrasyonlar1 ile frekans
degerlerinin saf DPPC frekans degerleri ile ayn1 kalmasi, eklenen melatoninin bu

fazda frekans tlizerinde ithmal edilebilir etkiye sahip oldugunu gosterir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Saf ve farkli % mol melatonin igceren DPPC lipozomunun CH; antisimetrik gerilme modu frekansinin

sicakliga bagl degisimi.
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Sekil 3.2°deki CH antisimetrik gerilme titresiminin band genisliginin
sicakliga bagli degerleri incelendiginde; hem jel hem de s1v1 kristal fazda degerler
saf DPPC lipozomu degerlerine gore, melatoninin %1, %3, %6, %9 ve %15 mol
konsantrasyonlarinin eklenmesi ile artmis, %24 ve %30 gibi daha yiiksek
konsantrasyonlarin eklenmesi ile ise yine saf DPPC lipozom degerlerinin iistiinde
kalmak sartiyla azalmistir. Band genisligi degerlerindeki bu degisimler
degerlendirildiginde;

- Band genisligi degerlerinin %15 mole kadar hem jel hem de siv1 kristal
fazda saf DPPC degerlerine gore artmasi; lipid asil zincirlerinin hareket
Ozglirliigiiniin  her iki fazda artmasi dolayisi ile melatoninin membranin
akigkanliginit arttirdigr anlamima gelir. Yiiksek konsantrasyon degerlerinin (%15
ve % 30) ise, saf DPPC degerlerinin iistiinde olmasina ragmen, hem jel hem de
stvi kristal fazda, diger konsantrasyon degerlerine gore azalmis olmasi, yiiksek
konsantrasyonlarin membran dinamigini arttiric1 etkisinin daha az oldugunu
gosterir. Fakat sekilden agikca goriilmektedir ki tiim konsantrasyonlar da

DPPC’ye gore melatonin membran dinamigini artirmaktadir (Sekil 3.2).
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3.1.1.2 CH; Simetrik Gerilme

- CH, simetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga bagli degerleri
incelendiginde de, antisimetrik degerleri ile ayn1 etkiyi gosterdigi goriilmiistiir.

3.1.1.3 CHj3 Asimetrik Gerilme

Sekil 3.3’deki CHj3 asimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga bagh
degerleri incelendiginde; melatoninin artan konsantrasyonlarinin (%1 mol harig)
faz gecis sicakligmi dislirdigli  gozlenmistir. Melatoninin  saf DPPC
lipozomlarma  eklenmesi ile faz gecis sicakligmin  altindaki
sicakliklarda, %1, %3, %6, %9 ve %15 mol konsantrasyonlarinin frekans
degerlerini saf DPPC lipozomlarina gore arttirdigi, %24 ve %30 gibi yiiksek
konsantrasyonlarin ise azalttigi gozlenmistir. Faz gecis sicakliginin iistiindeki
sicakliklarda ise melatoninin biitiin konsantrasyonlarinin frekans degerlerinin saf
DPPC degerlerinin altinda kaldig1 gozlenmistir. Frekans degerlerindeki bu
degisimler degerlendirildiginde;

= Jel fazda, saf DPPC lipozomlarina eklenen %1, %3, %6, %9 ve %15
mol melatonin konsantrasyonlarmin frekans degerlerinin DPPC  frekans
degerlerinin {istline ¢ikmasi, yani frekans1 arttirmasi, melatoninin bu
konsantrasyonlarinin membranin i¢ kisminin asil zincirin fleksibilitesini arttirdigi
yani lipidin diizensizligini arttirdigr anlamima gelmektedir. %24 ve %30 mol
yiiksek melatonin konsantrasyonlarin frekans degerlerinin bu fazda DPPC
frekans degerlerinin altinda olmasi, yani frekansi azaltmasi, ise bu
konsantrasyonlarin diger konsantrasyonlara goére membranin i¢  kisminin
diizenini arttirdig1 dolayisi ile hareket serbestliginin de azaldig1 anlamina gelir.

Sivi kristal fazda, melatoninin artan konsantrasyonlar1 ile frekans
degerlerinin saf DPPC lipozomunun frekans degerlerinin altina diigmiis, azalmis

olmasi, bu fazda melatoninin membranin i¢ kisminin diizenini arttirdigin1 gosterir

(Sekil 3.3).
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CHs; gerilme sonuglari CH; gerilme sonuglari ile farklidir, bu da
melatoninin lipozomlar tlizerindeki etkisinin membranin farkli kisimlar1 i¢in ayri

ozellikler tasidigini gosterir.
3.1.2 BAS GRUP GERILME BOLGESI
3.1.2.1 C = O Gerilme

Sekil 3.4°deki C = O gerilme titresim frekansinin sicakliga bagl degerleri
incelendiginde; saf DPPC egrisinde 41 °C civarinda ana faz gegis sicakliini
goriintiileyen ani bir azalma gozlenmistir. Melatoninin artan konsantrasyonlarinin
(%1 mol hari¢) faz gecis sicakligini diistirmesi s6z konusudur. Saf DPPC
lipozomuna melatoninin farkli konsantrasyonlarinin eklenmesi sonucunda, hem
jel hem de sivi kristal fazda, frekans degerlerinde, genel olarak azalma
goriilmistlir. Bu azalma %1 molden baslayarak %9 mole kadar derece derece
olurken, %15, %24 ve %30 mol melatonin konsantrasyonlarinin ise yine saf
DPPC frekans degerlerinin altinda olmasina ragmen diger konsantrasyonlara gore

frekans degerlerinin arttig1 gézlenmistir.

C = O gerilme titresim frekansimin sicakliga bagli degerlerindeki bu

degisimler degerlendirildiginde;

Hem jel hem de siv1 kristal fazda, DPPC lipozomlaria eklenen diisiik
konsantrasyonlarda ki (%1, %3, %6, %9) melatoninin frekans degerlerini
diisiirmesi, melatoninin hidroksil grubunun fosfolipidlerin karbonil gruplan ile
kuvvetli hidrojen bagi yaptigin1 gosterir. Yiiksek konsantrasyonlarda ki (%15,
%24, %30) melatonin frekans degerlerinin saf DPPC degerlerinin altinda
olmasina ragmen diisiik konsantrasyonlara gore artmis olmasi, bu
konsantrasyonlarin, hidrojen bagi etkisini diger konsantrasyonlara oranla biraz

azalttig1 anlamina gelir (Sekil 3.4).
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3.1.2.2 PO, Antisimetrik Gerilme

Sekil 3.5°deki PO, antisimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga

bagli degerlerinde de yine C = O gerilme titresim frekansinda oldugu gibi hem jel
hem de sivi kristal fazda saf DPPC frekans degerlerine gore artan melatonin

konsantrasyonlari ile derece derece azalma gozlenmistir.
Frekanstaki bu degisim degerlendirildiginde;

Hem jel hem de siv1 kristal fazda, artan melatonin konsantrasyonlarinin
frekanslarinin azalmasi yine melatoninin hidroksil grubunun, fosfolipidlerin

karbonil gruplar ile kuvvetli hidrojen bagi yaptigin1 gosterir (Sekil 3.5).
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3.2 DSC CALISMALARI

Sicakliga bagh olarak saf DPPG ve degisik melatonin konsantrasyonlari
iceren DSC kalorimetrik egrileri Sekil 3.6°da gosterilmistir. Bu egrilerden
goriildiigli gibi, melatoninin saf DPPC lipozomlarina eklenmesi ile 6n gegis egrisi
kaybolur ve ana faz gecis egrisinin biiylikligiinde kiigiilme ve diisiik sicakliklara
kayma gozlenir. Bu DSC sonuglarina gore, melatonin konsantrasyonu arttik¢a
DSC piklerinin genislemis olmasi lipid zincirler arasindaki isbirliginin azaldigi

anlamina gelir.
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4. TARTISMA

Bu calismada, melatoninin DPPC membranlarinin faz gegisleri, mebran
diizen ve dinamigi iizerindeki etkileri FTIR ve DSC teknikleri kullanilarak
incelenmistir. Infrared spektroskopisi, bu gegislerin goriintiilenmesini fonksiyonel
gruplar yolu ile ve termotropik davraniglarindaki farkliliklar1 gézleyerek saglar.

Buna gore, melatoninin membranin hidrofilik kisim {izerindeki etkisini C=0O
gerilme bandin1 ve PO, antisimetrik gerilme bandini inceleyerek, hidrofobik

kisim tizerindeki etkisini ise C-H gerilme bolgesini inceleyerek arastirdik.

Saf DPPC lipozomlarinda, IR bandlarinin jel fazdaki frekansi yiiksek trans
konformerli diizenli asil zincirlerin karakteristigidir. DPPC’nin ana faz gecisi
boyunca meydana gelen CH, gerilme modlarimin maksimum frekansindaki ani
yiikselis biitlin translarin gauche konformerlerine degisimi ile ilgilidir (Asher,

1977; Cameron et al, 1980)

Fosfolipidlerin faz gecisi, CH; gerilme frekansindaki degisimleri izlenerek
incelenebilir (Sanchez-Migallon et al, 1996). FTIR g¢alismalarimiz sonucunda,
%1 mol melatoninin saf DPPC lipozomlarina eklenmesinin faz gegis sicakligini
degistirmedigi goriilmiistiir (Sekil 3.1) . Fakat %3 molden baslayarak daha
yiiksek konsantrasyonlardaki melatoninin saf DPPC lipozomlarina eklenmesi faz
gecis sicakliginin daha diisiik sicakliklara kaymasina neden olmustur. Faz gecis
sicakligindaki bu diisiis, melatoninin membrani stabil kildigin1 gosterir(Prenner
et al, 1999; Kazanc et al, 2001). Faz gecis sicakliginin daha diisiik sicakliklara
kaymasi, biitiin translarin gauche konformerlerine degisiminin daha diisiik
sicakliklarda meydana gelmesi demektir. Fosfolipidlerdeki CH; gerilme
frekanslar1 lipid c¢ift tabakadaki asil zincirlerin konformasyonel diizenini
goriintiilemektedir (Flach et al, 1993). FTIR sonuglar1t DSC sonuglar1 ile uyum

igindedir.
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Sekil 3.1. de goriilecegi tizere, CH; antisimetrik gerilme bandlari
incelendiginde, oOzellikle jel fazda, melatoninin saf DPPC lipozomlarina
eklenmesi ile frekans degerlerinde bir azalma goézlenmistir. CH, antisimetrik
gerilme frekansindaki azalma konformasyonel diizeni yansitir ve asil
zincirlerdeki trans konformerlerinin artist anlamindadir. Melatoninin diizen
stabilize etkisi, DPPC asil zincirleri ve melatonin arasindaki kuvvetli hidrofobik
etkilesim ve melatoninin neden oldugu kuvvetli hidrojen baglanmasi nedeni ile
olabilir. Bu lipid ¢ift tabakanin diizenindeki artis ile sonuglanir. Melatoninin
membran faz gegisleri ve diizeni lizerine literatiirde karsilastirma yapabilecegimiz

baska bir ¢alisma mevcut degildir.

Ayni zamanda yine Sekil 3.1.°den goriilecegi lizere, melatoninin artan
konsantrasyonlarinin saf DPPC lipozomlarina eklenmesi ile faz gecis egrisinde
Oonemli bir genisleme goriilmemistir. Bu durum, melatoninin, fosfolipid zincirler
arasindaki Van der Waals etkilesimini yok etmedigini bu nedenle lipidlerin ayn1
sicaklikta eridigini yani gegisin hep birlikte oldugunu gostermektedir. Buna

isbirlik¢i gecis denir (Jain and Wu, 1977).

Melatoninin band genisligi degerleri incelendiginde (Sekil 3.2.), hem jel
hem de sivi kristal fazda, frekans degerlerinde dikkate deger bir artis
goriilmiistiir. Melatoninin %15 mol konsantrasyon degerine kadar bu artis devam
etmis, %24 ve %30 mol melatonin gibi yiliksek konsantrasyonlarda ise diger
konsantrasyonlara gore azalma olmasma ragmen yine saf DPPC degerlerinin
istlindedir. Bu durumda melatoninin band genisligi degerlerini arttirdig1 agiktir.
Band genisligi asil zincirlerin mobilitesi hakkinda bilgi vermektedir (Lopez-

Garcia et al, 1993; Toyran and Severcan, 2003; Kazanci et al, 2001).

Sekil 3.3. ¢ift tabakanin i¢ derinliklerindeki zincirlerin serbestlik

Ozgiirliikleri hakkinda bilgi veren CHjz asimetrik gerilme modlarinin frekans
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degisimlerini sicakligin bir fonksiyonu olarak gostermektedir. Melatoninin saf
DPPC lipozomlarina eklenmesi ile jel fazda %9 mole kadar frekans degerlerinde
bir artig, siv1 kristal fazda ise azalma gozlenmistir. %24 ve %30 gibi yliksek
konsantrasyonlardaki melatoninin ise frekansi saf DPPC degerlerine goére énemli
Olciide disiirdiigii gozlenmistir. Bu durumda sivi kristal fazda ve yiiksek
melatonin konsantrasyonlarinda hem jel hem de sivi kristal fazda, CH3 asimetrik
gerilme modunun frekansindaki azalma, melatoninin ¢ift tabakanin i¢

bolgesindeki dinamigi azalttigini gostermektedir.

Calismamizda, melatoninin DPPC membraninin hidrofilik kismina
gliserol iskeleti iizerine etkisini C=0O gerilme bandini analiz ederek inceledik
(Sekil 3.4.). Melatonin bu bandin frekansinin daha diisiik frekans degerlerine
kaymasina neden olmustur. Bu degisim, karbonil gruplarinin oldukca yiiksek
hidrasyonunu gosterebilir. Bunun sonucunda da hidrojen bagli karbonillerin
sayisinda artis olur. Bu durum, karbonil gruplar1 ve melatoninin hidroksil gruplar

veya etraftaki su molekiilleri ile kuvvetli hidrojen baglanmasi yaptigini gosterir.

Polar bas grup bolgesindeki degisimler PO, antisimetrik ¢ift bag gerilme
modlar ile de incelenebilmektedir. PO, grubunun fosfolipidlerin esas hidrasyon

bolgesi oldugu bilinmektedir. Bu bandin frekansi hidrasyon durumu hakkinda
bilgi verir. Frekanstaki azalma fosfat grubunun hidrasyonu ile azalma ise
dehidrasyonu ile ilgilidir (Dluhy et al, 1983). Sekil 3.5.’den de goriilecegi tizere
melatoninin artan konsantrasyonlarinin saf DPPC lipozomlarina eklenmesi ile
frekansta kademe kademe bir azalma goriilmistir. DMPC model membrani ile
etkilesimleri UV spektroskopisi teknigi ile incelenen diger bir g¢alismada
(Ceraulo et al, 1999) melatoninin polar bas grup bolgesiyle giiclii etkilestigi ve
kuvvetli hidrojen baglanmas1 yaptigi, DMPC model membran kullanilarak, UV
spektroskopi ve DSC teknigi ile incelenen calismada ( Saija et al, 2002)
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melatoninin giines 1sinlarindan koruyucu aktivitesi, ve Fluorescence ve ESR
teknikleri ile incelenen ¢alismada (Costa et al,1997) yine DMPC model

membran kullanilarak melatoninin lipid bilayerlarla nasil etkilestigi goriilmistiir.

Fonksiyonel gruplarin detaylica incelenmesi sonucunda, melatoninin
DPPC model membrani stabilize ettigi ve CH; antisimetrik gerilme modunda da

goriilecedi iizere, diizeni arttirici bir etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

Sekil 3.6 daki DSC egrilerinden agik¢a goriilecegi iizere, melatoninin
eklenmesi ile 6n gegisin (pretransition) yok oldugu, ana faz gecis sicakliginin
melatonin konsantrasyonu arttikca daha diisiik sicakliklara kaydigir gézlenmistir.
DSC c¢alismasindan elde edilen diger bir ilging sonug; yiiksek melatonin
konsantrasyonlarinda (%18, %24, %30 mol), ana ge¢is sinyalinin iki pike
ayrilmasidir. Piklerde elde edilen genisleme ve acgik¢a gozlenen iki pik
melatoninin sistemde bir faz ayrilmasina neden oldugunu gostermektedir. Benzer
sekilde yanlamasina faz ayrilmasi, Vitamin E veya Vitamin D; igeren fosfolipid
membranlarda da gozlenmistir (Severcan and Cannistraro, 1988; Kazanci et al,
2001). Bu bahsedilen calismalardan faydalanarak, melatoninin, 6zellikle yliksek
konsantrasyonlarda, lipid membranlarda homojen olarak dagilmadigi ve

melatonince fakir ve zengin bolgelere ayrildigi onerilebilir.
Daha Once de bahsedildigi gibi, melatonin faz gegis egrisinde bir

genislemeye neden olmamakta fakat C=O ve PO, gerilmeleri ile kuvvetli

hidrojen baglanmas1 meydana getirmektedir. Bu sonuglar bize melatoninin polar
ve polar kisma yakin bolgesinde yerlestigini, C,-Cg bolgesine girmedigini

gostermektedir.
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