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OZET

Doktora Tezi

FLORESIN ILE MEROSIYANIN 540 MOLEKUL CIFTi ARASINDAKI
FLORESANS ENERJi TRANSFERININ MODEL MEBRANLARDA
INCELENMESI

Mahmut TOPRAK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Dog¢. Dr. Mustafa ARIK

Bu tez ¢aligmasinda floresin ile merosiyanin 540 molekiilleri arasindaki etkilesimler,
model mebran sistemlerde spektroskopi teknikleriyle incelendi. Floresin molekiiliiniin
fotofiziksel oOzellikleri absorpsiyon, duragan hal floresans ve zamana bagli floresans
spektroskopi teknikleriyle belirlendi. Oncelikle fosfolipitlerden lipozomlar ve kesecikler
olusturuldu. Daha sonra ilgili bilesiklerin saf su, lipozom ve kesecik sistemlerindeki ¢ozeltileri
ayr1 ayr1 hazirlandi. Bu bilesiklerin kiyaslama amagli olarak saf su igerisindeki fotofiziksel
davraniglar1 (absorpsiyon spektrumlari, floresans spektrumlari, kuantum verimleri ve uyarilma
omiirleri) belirlendikten sonra, uygun konsantrasyonlardaki bu iki bilesigin karigimlarinin
lipozom ve kesecik iceren c¢ozeltilerdeki absorpsiyon, duragan hal ve zamana bagli floresans
spektroskopi teknikleri ile gerekli dl¢timler (floresans anisotropi, rotasyonel difiizyon ve buna
bagli olarak mikroviskozite hesaplamalari) yapildi. Floresin konsantrasyonu sabit tutulup,
merosiyanin 540’in konsantrasyonu arttirildiginda, floresin molekiiliiniin floresans spektrum
bandinin siddetinde bir azalma goriildii. Bu da floresin ve merosiyanin 540 bilesikleri arasinda
bir etkilesimin oldugunu gosterdi. Deneysel sonuglar floresin ve merosiyanin 540 bilesikleri
arasinda statik bir kuen¢lesmenin meydana geldigini, Van der Waals ve hidrojen baglarinin
floresin-merosiyanin 540 etkilesiminde etkin rol oynadigin1 gosterdi. Stern-Volmer kuenglesme
sabiti, bimolekiiler kuenglesme sabiti, baglanma sabiti ve bunlarla ilgili olan termodinamik
parametreler hesaplandi. Kuenglesme 6zelliginden faydalanarak merosiyanin 540 molekiiliiniin
lipozomlardaki ayrisma sabiti hesaplandi. Dondr (floresin) ve akseptdr (merosiyanin 540)

arasindaki mesafe, radyasyonsuz Forster Enerji Transfer teorisine gore belirlendi.

2011, 102 sayfa

Anahtar Kelimeler: Floresin, merosiyanin 540, statik kuenglesme, Forster teorisi



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

AN INVESTIGATION OF FLUORESCENCE ENERGY TRANSFER BETWEEN
FLUORESCEIN AND MEROCYANINE 540 IN THE MODEL MEMBRANE SYSTEMS

Mahmut TOPRAK

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Mustafa ARIK

In this study, the interaction between fluorescein and merociyanine 540 was investigated
in the model membrane systems using spectroscopic technigques. The photopyhsical properties
of fluorescein were analyzed by using absorption, steady-state fluorescence and time-resolved
fluorescence spectroscopy techniques. Firstly, liposomes and vesicles were prepared from
phospholipids. Then, the solution of fluorescein and merocyanine 540 were prepared in distilled
water, liposomes and vesicles containing solution. After photophysical features (absorption
spectra, fluorescence spectra, quantum yields and excited state lifetimes) of the compounds in
distilled water were determined, absorption, steady state and time resolved emission studies of
the compounds were carried out for the solutions which contain the mixture of fluorescein and
merocyanine 540 in liposome and vesicle containing solutions (for the determination of
fluorescence anisotropy, rotational diffusion and microviscosity). The fluorescence intensity of
fluorescence decreased gradually with the increase in concentration of merocyanine 540,
indicating that interaction merocyanine 540and fluorescein occurred in the system. The
experimental results demonstrate that the fluorescence quenching mechanism between
fluorescein and merocyanine 540 is a static quenching, and van der Waals force and hydrogen
bond are predominant forces in the merocyanine 540 interaction with fluorescein. The Stern-
Volmer quenching constant, the bimolecular quenching constant and the binding constant and
corresponding thermodynamic parameters were calculated. The quenching property was also
used in determining quantitatively the partition coefficient of merocyanine 540 in liposome. The
distance between the donor (fluorescein) and the acceptor (merocyanine 540) was calculated

according to the Forster non-radiative energy transfer theory.

2011, 102 pages
Keywords: Fluorescein, merocyanine 540, static quenching, Forster theory
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1.GIRIS

Molekiillerin  birbirleriyle olan etkilesimlerini incelemek icin elektromanyetik
radyasyon kullanilabilir. Elektromanyetik radyasyonun bir molekiill veya atom ile
etkilesmesi, 0 molekiiliin veya atomun 6teleme, donme, titresim ve elektronik uyarilmis
hallerinin olugsmasina neden olur. Elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesmesini
inceleyen bilim dalina spektroskopi denir. Spektroskopinin temelinde 151k ile madde
etkilesimi oldugu i¢in 15181in yapisinin bilinmesi gerekir. Elektromanyetik radyasyon
veya 1sik, belli bir enerjiye sahip olup siniizoidal dalgalar seklinde hareket
etmektedir(Skoog et al. 1992). Elektromanyetik radyasyonun sadece dalga oOzelligi
olmayip ayni zamanda tanecik Ozelligine de sahip oldugu, ilk olarakPlanck’in siyah
cisim 1gimasi daha sonra Einstein’in fotoelektrik olayiyla da desteklenmistir. Bu
olaylarla 1s181n, dalga ve tanecik 6zelligine sahip oldugu kabul edilmistir(McQuarrie
and Donald 1983). Sekil 1.1°de gosterildigi gibi elektromanyetik radyasyon birbirlerine
dik elektrik alan ve manyetik alan vektorlerinden olusmaktadir. Elektromanyetik
radyasyonun bilesenlerinden herhangi birinin iki tepe noktas: arasindaki mesafeye dalga
boyu, elektrik alan vektorlerinin en biiyligiine ise dalganin genligi denilmektedir(Skoog
et al. 1992).

Fleltiil: Alan

il

[/

_‘HT\_‘_‘_‘_‘-
/ Terleme Yonii

Manyetik Alan

Sekil 1.1. Elektromanyetik radyasyonun dalga hareketi



Molekiillerin fotofiziksel ve fotokimyasal prosesleri, 151k ve maddenin etkilesmesi
sonucunda gerceklesir. Bu prosesler genellikle molekiillerin elektronik uyarilmig
hallerinden meydana gelir. Isigin elektrik alan vektorii ile molekiiliin dipol momenti
ortiismesi sonucunda, o molekiil uyarilmis hale geger. Yani temel elektronik enerji
seviyesinde bulunan valans elektronlari molekiiliin temel haline gore daha fazla enerjiye
sahip bir Ust elektronik enerji seviyesine ¢ikar. Elektronik enerji seviyelerinin her biri
titresimsel enerji seviyelerine sahip oldugu i¢in absorpsiyon spektrumlarinin yapisi

farkl1 titresim enerji seviyelerine olan elektronik gecislerin hepsini igermektedir.

Elektromanyetik radyasyonun absorpsiyonu sonucu uyarilmis halde bulunan molekiiliin
kararl1 hal olan temel hale gegmesi i¢in miimkiin olan iki tane fotofiziksel yol vardir.
Birincisi, 1simasiz bir gegis olup sistem almis oldugu enerjiyi molekiiller arasi
carpigsmalarsonucunda g¢evresine 1s1 olarak verebilir.,Ancak bu 1s1 sistemin sicakligini
arttiracak kadar olmayip, sadece molekiillerin kinetik enerjilerini arttiracak kadardir.
Ikincisi floresans ve fosferasans olarak bilinen,uyarilma enerjisini disar1 1s1mali bir
sekilde salinimi olan luminesans olayidir. Isimali olaylarmtiiriinii temel ve uyarilmis
haldeki elektronik enerji gecisleri belirlemektedir. Floresans singlet uyarilmis halden
singlet temel hale, fosferasans ise triplet uyarilmis halden singlet temel hale olan
gecislerdir. Molekiillerin  elektromanyetik radyasyonu absorpsiyonu sonucunda
meydana gelecek fotofiziksel prosesler A. Jablonski tarafindan onerilen diyagram ile
Sekil 1.2’de verilmistir (Turro 1982).
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Sekil 1.2. Jablonski diyagrami

Absorpsiyon, singlet temel halden (Sp) singlet uyarilmis hale (S;) olan elektronik bir
gegcistir (1). Bu olay yaklasik 10™° s gibi kisa bir zaman diliminde ger¢eklesmektedir.

Absorpsiyon,

So+h1)_)sl

Denklemiyle ifade edilebilir. Burada S, singlet temel hali, S; birinci singlet uyarilmis
hali ve hv ise uyariima enerjisini temsil etmektedir. Deneysel olarak &,(So— Si)
seklinde ifade edilebilir. Burada &, molar absorpsiyon katsayist olup, elektronik gecigin
siddeti hakkinda bilgi veren fotofiziksel bir parametredir. Bu olay elektronun spini
bakimindan miisaade edilen bir gecistir. Singlet temel halden triplet uyarilmis hale olan
elektronik gecis ise fotofiziksel olarak yasakli bir gecistir ve ihtimali ¢ok diistiktiir (2).

Sistem triplet uyarilmis hale ancak singlet uyarilmis halden gecis yapabilir.



Franck-Condon prensibine gore absorpsiyon c¢ok hizli gergeklestigi igin bu siire
icerisinde c¢ekirdegin yer degistirmesi Onemsenmeyecek kadar kiigiik oldugundan,
molekiiliin temel halinin geometrik yapisi ile uyarilmis halin geometrik yapisi hemen

hemen aynidir (Atkins1998).

Floresans: Bu olay miisaade edilen bir elektronik gecis basamagi olup, sistem singlet
uyarilmis halden singlet temel hale ge¢mektedir (3). Bu olay 1simali bir sekilde
gergeklesir ve asagidaki denklemle ifade edilebilir;

S]_ — So+ hl)'

Floresans olayr 10® s veya 10 s gibi kisa bir siirede meydana gelmektedir. Burada
hv'uyarilmis halde bulunan sisteminsinglet temel hale donerken disariya 1sima olarak
verdigi enerjidir. Bu enerjinin biiylikliigii ayn1 sistemi uyarmak icin kullanilan uyarilma
enerjisinden kiicliktiir. Ancak bu iki enerjinin birbirine esit oldugu durumlarda s6z
konusudur. Boyle bir durumda sistem aldig1 enerjiyi hicbir kayip olmaksizin geri 1s1ma

yaparak verir. Bu tiir floresans 1s1masina Rezonans Floresans denilmektedir.

Fosforesans: Sistem triplet uyarilmis halden singlet temel hale isimali bir sekilde gegis
yapmaktadir (4). Fosforesans olayinda elektronun spin degisimi s6z konusu oldugu i¢in
bu gecis fotofiziksel olarak spin bakimindan yasakli bir gegistir ve asagidaki denklemle
ifade edilebilir.

T1— So+ hv"

Fosforesans 10 ile 1 saniyelik zaman araliginda meydana gelir. Burada hv"uyarilmis
halde bulunan sisteminsinglet temel hale donerken disariya 1sima olarak verdigi
enerjidir. Bu enerji uyarilma ve floresans enerjilerinden kiigiiktiir. Genel bir enerji
siralamast yapilirsa hv"< hv'< hv seklinde olur. Uyarilmis triplet hali, genellikle

uyarilmis singlet halinden meydana gelmektedir.



¢ Déniisiim: Sistem singlet uyarilmis halden singlet temel hale 1s1masiz bir sekilde
gecis yapar (5). Genelde ayni tiir uyarilmig elektronik enerji seviyelerinin, titresim
enerji seviyeleri arasinda meydana gelmektedir (S,—S;). Bu olay asagidaki denklemle
ifade edilebilir.

S1— Sp+ 181

Bu proseste sistem enerjisini molekiiller arasi ¢arpigsmalarla ¢evresine 1s1 olarak yayar.
Ancak bu 1s1, sistemin sicakligini arttiracak kadar olmayip molekiillerin kinetik
enerjisini artiracak kadardir. i¢ doniisim olayi yaklagik 102 saniyelik bir zaman
araliginda gerceklesir. Uyarilmis elektronik enerji seviyelerinin titresimsel enerji

seviyeleri birbirleriyle cakismas1 durumunda i¢ doniisiim olay1 gerceklesir.

Sistemler arasi gecis (6, 7): Bu proses singlet uyarilmis halden triplet uyarilmis hale
olabilecegi gibi triplet uyarilmis halden singlet temel hale de olabilir. Bu gegisler spin
bakimindan yasaklanmis gecislerdir. Ciinkli elektronun spini degigsmektedir. Bu tiir
gecisinolabilmesi i¢in, uyarilmig singlet halin titresimsel enerji seviyelerinin uyarilmis
triplet halin titresimsel enerji seviyeleri ile cakigmasi gerekmektedir. Bu proses isimasiz
olarak gergeklesen elektronik gegis tiirtidiir. Molekiiliin yapisinda bulunan paramanyetik
tiirler ve agir atomlar bu gegis tiirtinii desteklemektedir. Bu gegis tiirleri asagidaki gibi

ifade edilebilir.

S1—> Ti+181 Ti1— So+181

Triplet uyarilmis halden singlet temel hale olan gegislerde, sistem genellikle 151mali
elektronik gecis olan fosforesans’1 tercih edecektir. Ayrica sistem singlet veya triplet
uyarilmis halde iken bir reaksiyona ugrayarak baska bir yapida temel hale doniisebilir.
Bu olay fotokimyasal bir olaydir (8, 9). Zaman bakimindan sistemler aras1 gecis 107%0-

10°® saniye araliginda gergeklesir (Lakowicz 1983).



Yukarida 6zetlemeye ¢alistigimiz proseslerin, denklemleri, hiz ifadeleri ve hiz sabitleri

asagidaki Cizelgel.1’de verilmistir.

Cizelgel.1.Fotofiziksel denklemler, hiz ifadeleri ve hiz sabitleri.

Proses. ... Reaksiyon ... Hiz (r).._.... Hiz Sabiti (k/s™)

Uyarilma So+hv—= 51 |, 10%

Floresans S1— So + hv ki [S4] 10°-10°

f¢ Déniigiim S1—> So+ 151 K,o[Sa] 10°-10"

Fosferasans Ti— So+ hv Ko[T1] 102-10°

Sistemler aras1 gegis  S;—>T; kst[S1] 108-10%
T1—Spt1s1 krs[T1] 10°-10°

Uyarilmis halde bulunan molekiiliin deaktivasyon prosesleri fotofiziksel veya
fotokimyasal olarak gerceklesebilir. Bu da molekiil i¢i hareketler veya molekiiller arasi
etkilesimlerin ger¢eklesmesine sebep olabilir. Yukaridaki gizelgede her bir proses bir
hiz sabitiyle karakterize edilmistir. Deaktivasyon prosesinin 6mrii bilinirse, ilgilenilen
sisteme ait hiz sabitleri hesaplanabilir (Arik 1999). Deaktivasyon prosesinin émrii ile

gerceklesen proseslerin hiz sabitleri arasinda ters oranti vardir. Bu durum asagidaki gibi

gosterilebilir.
1
T = S 11

Burada k, , n tane deaktivasyon proseslerinin hiz sabitlerini gdstermektedir. 7 ise

uyarilma 6mriinii ifade etmektedir. Bu ifade asagidaki gibi yazilabilir.

1

Tf = P 1.2




Burada smrasiyla k,, ve k,, radyasyonsuz ve radyasyonlu gecis hiz sabitleridir.
Uyarilma 6mrii ile kuantum verimi (¢b;) arasinda da bir iligki bulunmaktadir. Bu iliski

asagidaki gibi yazilabilir.

T = 1.3

T

Yukarida da sdyledigimiz gibi uyarilmis haldeki sistemin deaktivasyonu, fotofiziksel
proseslerin yani sira fotokimyasal proseslerede sebep olmaktadir. Buda molekiil ici
hareketler (monomolekiiler) veya molekiiller arasi etkilesimlerin (bimolekiiler)
gerceklesmesine baglidir. Bimolekiiler etkilesmelerde temel halde bulunan Romolekiilii
hv enerjisiyle uyarildiktan sonra olusan R*’in haricinde, onunla etkilesecek bir Q
molekiiliiniin oldugu kabul edilir. Bimolekiiler olarak gergeklesen prosesler temsili

olarak Sekil 1.3’te verilmistir (Kopecky 1992).

1
— P, (+F;...)

-
Ry Fv . 8] R*+0Q°

L= gy

Sekil 1.3. Bimolekiiler deaktivasyon prosesleri

Bimolekiiler etkilesmelerde R* molekiilii herhangi bir Q molekiiliiniin varliginda
fotokimyasal reaksiyonla {irline veya iirlinlere doniisebilir (1). Diger bir deaktivasyon
prosesindeise uyarilmis haldeki R* molekiilii ortamda bulunan Q molekiiliine elektron

vererek R* ve Q hallerinin olusmasina sebep olabilir (2).

Bimolekiiler etkilesmelerde diger bir deaktivasyon proseside, elektronik olarak

uyarilmis halde bulunan R* molekiilii, uyarilma enerjisini temel halde bulunan Q



molekiiliine vererek enerji yiikiinii azaltir ve kendi 1s1masiz olarak temel hale gecerken

Q molekiiliiniin uyarilmasina neden olacaktir(3).

Sonug olarak transfer olan enerji 1s1ma seklinde olmayacaktir. Yukaridaki proseste
oldugu gibi uyarilma enerjisinin bir baska molekiile transfer edilmesiyle ilgili
molekiiliin radyasyonsuz bir sekilde temel hale gegme olayinasondiirme “kuenglesme”
olayr veya sensitizasyon denilmektedir. Buna neden olan molekiile ise “sondiiriicii”
(kuengir) veya sensitizer adi verilir. Kuenglesme olayinda radyasyonsuz enerji transferi

meydana gelmektedir.

Kuenglesme biyokimyasal problemlerde son yillarda etkin bir sekilde kullanilmaya
baslanmistir. Kuenglesme olaylari, miktar1 az olan, bozulmayan, katkili veya katkisiz
floresans problari igeren numunelerde kolaylikla gergeklesebilir ve bu reaksiyonlardan

son derece onemli bilgilerde elde edilebilir.

Omegin floresans molekiillerinin kuenclesmesi, ¢ozelti igindeki serbest molekiillerin
yapist tizerinde kullanigh bilgiler vermektedir. Son zamanlarda bu teknik kullanilarak
misel ve lipit sistemler tizerinde, molekiillerin bir araya gelip birlesmesi sonucunda, bu
sistemlerin dinamik ve yapisal 6zellikleri hakkinda bilgi elde edilmektedir. Floresans
kuencglesme lipozom ve biyolojik mebranlarin yiizeylerinde bulunan spesifik problarin
yerlerini belirlemek i¢inde kullanilmaktadir. Ayrica floresans kuenglesme teknigiyle,
mebran lizerinde bulunan maddelerin bilesen oranlarinin belirlenmesi miimkiindiir

(Blattet al. 1986;Valuer 2001; De Castroet al. 2002).

Bimolekiiler kuenclesme olayinda iki molekiil arasindaki etkilesim temel esastir. Bu
molekiiller arasinda diflizyon sonucu c¢arpismalar ve bu carpismalar sonucunda
molekiiller arasinda bir foton absorpsiyonu meydana gelebilecegi gibi bu iki molekiiliin
temas1 sonucunda karanlik bir kompleks de olusabilir. Sayet molekiillerden biri
uyarilmis hale gegerken, diger molekiil temel hale 1s1masiz bir sekilde dénerse bu olaya

dinamik kuenglesme denilmektedir.



Dinamik kuenglesmede uyarilmis halin O6mrii sirasinda florofor kuencir’a
difiizlenmektedir. Statik kuenclesmede ise florofor ile kuengir molekiillerinin temasiyla

floresans 6zelligi tasimayan karanlik bir kompleksolusur (Lakowicz 1983).

Her iki kuenglesme tiirtinde de florofor ile kuengirin temasi gerektigi i¢in bu durum iki
model ile agiklanabilmektedir. Birincisi statik kuenglesme igin ileri siiriilen Perrin
modeli, digeri ise dinamik kuenglesme i¢in onerilen Stern-Volmer modelidir (Suppan
1994).

Dinamik kuenglesmede florofor ile kuenc¢irin rastgele hareketleriesnasinda bir birleriyle
temas etmeleri gerekir. Sekil 1.4°te temsili olarak dinamik kuenglesmenin olusum sekli

gosterilmistir. Florofor ile kuengirin ¢arpigmalar: rastgele olmaktadir.

O: Florofor o = Kuengir

Sekil 1.4. Dinamik kuenclesmenin temsili gosterimi

Bu tir kuenglesme durumunda reaksiyon, tiirlerin carpisma ihtimali ile orantili

olmalidir. Dinamik ve statik kuenglesme i¢in Stern-Volmer denklemi asagidaki gibidir.
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0 =1+ kg1o[Q] = 1+ K, [Q]1.4

Burada Iyve I sirasiyla, ortamda kuengiryoklugundave varligindaki floroforunemisyon
siddeti; k, bimolekiiler kuenglesme hiz sabiti;7okuengirin olmadigi andaki floroforun
uyarilmis halde harcadigi omiir veya floresans Omriidiir. Q kuengir konsantrasyonu,

K, ise Stern-Volmer sabitidir.

Stern-Volmer denklemi degisik yollarla tiiretilebilir. Floresans Ol¢timleri kuantum

verimleri ile orantili oldugundan

k

Kuengir varliginda kuantum verimi

qa _ __ ko
O = Skrrgial 17

Kuencir olmadig1 ve kuengirin oldugu durumlarin floresans siddetlerini asagidaki gibi

birbirine oranlarsak,

Io _ QF _ TktkglQ] _ kqlQ]
I_Q}I_ Yk _1+Zk 18

o =14 ky1o[0] 1.9

I
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olacak sekilde Stern-Volmer denklemi tiiretilebilir (Celebi 1998).

Bir diger kuenglesme tiirii olan statik kuenglesmede ise molekiillerin etkin bir hacim
igerisinde olduklar1 diisiiniilmiis ve ilk olarak Perrin modeli ile agiklanmigtir. Bu modele
gore bir polimer veya cam gibi rijit bir sistemde, uyarilmis molekiil etkin kuenglesme
alanma giren kuencir ile emisyonu olmayan bir kompleks olusturmalidir. Bu modelde
uyarilmis halde R* molekiilii olmali ve bu molekiil merkez olacak sekilde, merkeze
belli bir mesafe ile siirlanan etkin hacim igerisinde Q molekiilii varligiyla ifade
edilmistir. Eger bu etkin hacim icerisinde Q molekiilii varsa R* molekiilii ile kuenclesir.
Sayet bu etkin hacim icerisinde Q molekiilii yoksa bir kuenglesme meydana gelmez ve
R* molekiilii emisyon yaparak R molekiiliine doniisiir. Bu model Sekil 1.5’in a

kisminda gosterilmistir (Valuer 2001).

* Fitkin kuen¢lesme alaw (a)
o, - F|I|1ﬂ|1t=11|;lthq.mpa-
' e AT A
! o ! :
@ I'*{Ef "\@I'l:fd:\l
l".\,__.-' "\._.___.- e
STATIE / emisvon yok  etkilenmennis
KUENCLESME floresans
R*.. Q \ ¢ Temel halde foresans olnavan bir kompleksin oluswmu
! R+Q2RQ
IWT — Keq
v ) 3 8
R..O sy~ Q) (@ emisyon yok
elnisyon yok ® @ ®
yok (b)

Sekil 1.5. Statik kuenclesmenin temsili gdsterimi

Statik kuenglesme icin diisiiniilen diger mekanizmada, florofor molekiilii ( R ) ile
kuengir (Q) molekiilii arasinda floresans 6zelligi olmayan, temel halde bir kompleks
olusur. Bu kompleks yapi, direkt olarak 15181 absorplar ve bir foton emisyonu

yapmaksizin  temel  hale  doner.  Kompleks  olusturmayan  diger R
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molekiilleri,uyarildiktan sonra radyasyonlu bir sekilde temel hale doner. Bu model Sekil

1.5’in b kisminda gosterilmistir ve mekanizma asagidaki denklemle ifade edilebilir.

_ [RQ]
Kea = fariel 1.10
I _ [RO+[R] _ [RO] | 4 1.11
1 [R] [R]
b =1+K,[0] 1.12

1

Statik ve dinamik kuenglesme, ii¢ farkli yontem ile birbirinden ayirt edilebilir. Bu
yontemler viskozite, sicaklik ve 6zellikle yasam 6mrii 6l¢iimleridir. Ayrica absorpsiyon

spektrumuda kuenglesmenin mekanizmasi ile ilgili bilgi verebilir.

Viskoziteye bagli olarak kuenclesme mekanizmasinin belirlenmesi asagidaki

mekanizmaya gore tartisilabilir.

k)
R+ (Q mm———(RQ )"
]
1111 L:[f k2
R R+0Q*

Uyarilmig halde bulunan R* molekiiliikuengir (Q) molekiilii ilecarpisarak hiz sabiti k,
olan bir kompleks olusturabilir. Bu olusan kompleks, reaksiyonun ilerleme yoOniine
degilde tersine giderek k_; hiz sabitiyle reaktantlara doniisebilir. Yada k, hiz sabitiyle

kuenglesmeye ugrayabilir. Bu durumda;
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kg,
=

kq +k; 1.13

olacaktir. Diisiik viskoziteye sahip ¢oziiciilerde reaksiyon hiz sabitleri arasindaki iliski

k_1>>k;, olacagindan, k, yaklasik olarak agsagidaki gibi olur.
kg = ky (22 1.14
¢ =k GE) |

Sonug olarak hiz sabiti k,/ k_; oranina baglidir. Ayrica bu oran k; hiz sabitinden kii¢iik
oldugunda reaksiyonun aktivasyon kontrolli olacagi goriilmektedir. Coziici
degistirilerek yada hidrostatik basing artirilarak viskozite arttirildiginda reaksiyon hiz

sabitleri arasindaki iliski k_;<<k, seklinde olacaktir ve k, asagidaki gibi olur.
kq = k1 = kdiff 1.15

Reaksiyon hiz denklemleri goz oniine alindiginda diisiik viskozite ortaminda, viskozite
degerindeki az bir artisla, geri reaksiyon hiz sabitinde 6nemli bir azalmaya sebep olur ve

benzer sekilde viskozite degerinin azalmasiyla k, azalacaktir.

Yiiksek viskozite degerlerinde ise k_;<<k, oldugundan denklemde de goriildiigi gibi
reaksiyon hiz sabiti k;’ e esit olacaktir. Sonugta kuenclesme reaksiyonu difiizyon

kontrollii (Dinamik kuencglesme) olacaktir.

Kuenglesme mekanizmasi sicakliga bagli olarak da ayirt edilebilir. Difiizyona bagh
kuenclesmede (dinamik kuenglesme) sicaklik arttik¢a difiizyon katsayisinin artmasindan
dolay1, bimolekiiler kuenglesme sabitleri artarken diger kuenglesme tiirii olan statik
kuenglesmede, sicaklik artisiyla kompleksin stabilitesi azalacagi igin kuenglesme

sabitinin degeri diisecektir (Lakowicz 1983;Topraket al.2011).
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Farkli sicakliklarda yapilan floresans siddeti Ol¢limleri Stern-Volmer esitligine gore
grafik edilirse dinamik kuenglesmede sicakligin artmasiyla egim artarken, statik
kuenglesmede ise egim azalacaktir. Sekil 1.6°da sicakliga bagh olarak Stern-Volmer
egrisinde meydana gelen egim degisimi temsili olarak gosterilmistir (Suppan and

Ghoneim 1998).

A A Yiiksek
. Sicakhk

Videsele 1o/ oINS

ﬁ*ak]ﬂc

lo/1

To/T

0 T 0 a

Statik Kuenclesme Dinamik Kuenclesme

Sekil 1.6. Statik ve dinamik kuenglesmenin sicakliga bagliligi

Statik ve dinamik kuenglesme mekanizmasini ayirt etmede floroforun absorpsiyon
spektrumuda kullanilmaktadir. Bu yontemde floroforun absorpsiyon spektrumunun
degisimi esastir. Dinamik kuenclesme sadece floroforun uyarilmis halleri etkilendigi
icin floroforun absorpsiyon spektrumunda degisme beklenmez. Buna karsilik statik
kuenglesmede temel halde bir kompleksolusumu meydana gelmektedir. Bu yiizden

floroforun absorpsiyon spektrumunda bir degisim gézlemlenecektir (Lakowicz 1983).

Kuencglesme mekanizmasini en etkin bir sekilde ayirt etme yontemi, floresans Omiir

Olgtimleridir. Kuengir konsantrasyonuyla floroforun floresans siddetinin azalmasi
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arasindaki iligki, statik ve dinamik kuenglesme mekanizmalarini ayirt etmek igin
kullanilabilir. Statik kuenglesmede kuengirkonsantrasyonu artisiyla emisyon siddeti
azalir fakat uyarilmis hal 6mrii degismez. Bunun sebebi florofor ile kuengirin birlesmesi
sonucu olusan kompleksin floresans 6zelligi tasimamasi ve gozlenen floresansin sadece

kompleks olusturmamis floroforlardan kaynaklanmasidir. Yani to / T =1"dir.

Dinamik kuenglesmede kuencir Konsantrasyonu artisi ile baslangic emisyon siddeti sabit
kalir. Ancak floroforun floresans émrii azalir. Bu yiizden dinamik kuenglesmede 1o/ t =

lp /T olacaktir (Lakowicz 1983).

>t : >t
T, Tq Ty T1/2
Dinamik Kuenclesme Statilk Kuenclesme

Sekil 1.7. Artan kuencgir konsantrasyonuna bagli olarak floresans omrii ile floresans
siddetinin iligkisi

Sekil 1.7 incelendiginde, dinamik ve statik kuenglesmede emisyon siddeti belli bir
noktadan baslamis, dinamik kuenclesmede siddet de§ismezken, statik kuenclesmede
emisyon siddeti azalmistir. Ancak bu azalma floroforun uyarilma omriinii fazla
etkilememistir. Floroforun uyarilma omrii spektrumun siddetinden degil egiminden

hesaplanmaktadir (Lakowicz 1983).
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Bazi durumlarda hem statik hem de dinamik kuenglesme ayni anda olabilir. Bu gibi
durumlarda floroforlar, kuengir ile hem c¢arpisma hem de kompleks olusturarak
kuenglesme meydana getirmektedir. Sonugta Stern-Volmer egrisi yukariya dogru
icblikey bir egri olusturur (Sekil 1.8). Ayni anda olusan dinamik ve statik kuenclesme
icin modifiye edilmis Stern-VVolmer denklemi denklem 1.16’da verilmistir (Lakowicz
1983).

2 = (1+ Kp[QD(1 + K, [Q]) 1.16

Iy 1 'y r'y

i -
[Q] []

Sekil 1.8. Floroforun ayn1 kuencirla statik ve dinamik kuenglesmesi

Statik ve dinamik Kkuenglesme, molekiiller arasindaki etkilesim sonucunda meydana
gelmektedir. Kuenglesme bir tiir enerji transferidir ve etkin bir enerji transferinin
olabilmesi i¢in bu molekiillerin belli bir mesafeye gelmeleri gerekmektedir. Bu yiizden
donér ve akseptor arast mesafe oldukga Oonemlidir. Enerji transferinin olabilmesi i¢in
donoér ile akseptor arasindaki mesafenin genel olarak 10 nm’den daha kii¢iik olmasi

gerekmektedir.
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Enerji transfer oranidondr-akseptér arasindaki mesafeyebaglidir. Bu mesafenin
Olgiilmesi enerji transfer prosesleri hakkinda da bilgi verebilmektedir. Donor-akseptor
cifti arasindaki uzaklik, donor-akseptor ¢iftinin difiizyon orani veya en yakin uzakligin

tahmini icin belirleyici olabilmektedir.

Kuenglesme olaylarinda gergeklesen enerji aktariminin belirlenmesinde Forster
esitliginden yararlanilir. Enerji aktariminin olabilmesi i¢in dondr molekiiliiniin emisyon
spektrumu ile akseptor molekiiliiniin absorpsiyon spektrumunun kismi olarak ¢akismasi
gerekmektedir. Bu ¢akigsma alanina overlap bolgesi denilmektedir(Lakowicz 2002).

Asagidaki denklemle Forster mesafesi hesaplanabilir.

RS = 8,875x10"25xk2xn™*xQ4xJ 1.17

Bu denklemde; R, , Forster mesafesidir. Forster mesafesi, enerji transferinin
%50’sininmeydana geldigi anda donér ve akseptor molekiilleri arasindaki mesafe
olaraktanimlanmaktadir(donér ve akseptor molekiilleri arasindaki karakteristik
uzaklik). k? , dondér ve akseptér molekiillerinin gecis dipollarinin goreceli olarak
yonlenmesini ifade eden bir faktor olup genelde 2/3 olarak alinir; n, ortamin kirilma
indisi; Q4 , ortamda akseptdr molekiiliiniinbulunmadigi andakidonér molekiiliiniin
kuantum verimi; J, dondr molekiiliiniinemisyon spektrumu ileakseptér molekiiliiniin
absorpsiyon spektrumununiist iiste cakigsma derecesini gosteren overlap (Ortiisme alani)
integralidir. Dalga boyu teorisi iizerinden alternatif bir bigimde yazilabilir ve birimi M™

cm® diir.

Kuenglesme olayinda dnemli parametrelerden biri de enerji transfer verimliligidir (E).
Bu da akseptore transfer olan fotonlarin, donér tarafindan absorplanan fotonlara oranidir
(Lakowicz 1983). Enerji transfer verimliligi, enerji transfer hiz sabitinin deaktivasyon

proseslerinin hiz sabitlerinin toplaminin oranina esittir (Lakowicz 2002).
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Kk
" kptkptke

1.18

Bu denklemde; ks, floresans durulma orans; k', ise diger tiim deaktivasyon proseslerini
temsil etmektedir. Enerji transfer verimliligi akseptoriin olup olmadigina bakilmaksizin
bagil floresans siddetinden veya goz Oniine alinan bu proseslerin uyarilma &miir

stiresinden hesaplanabilir. Bu denklemler asagidaki gibidir.

E=1-24=-1_k

(9)) I

1.19

Bu denklemlerde tpve Ty, ise sirasiyla ortamda akseptér olmadigi ve akseptor oldugu
andaki floresans yasam omriidiir (Lakowicz 2002). Ayrica enerji transfer verimliligi

asagidaki denklemlede hesaplanabilir.

_ _R3
=
R§+r

1.20

Burada RS , Forster mesafesi; 7, dondr ve akseptdor molekiilleri arasinda enerji

transferinin oldugu mesafeyi gostermektedir (Lakowicz 2002).

Kuenclesme olaymin meydana gelmesi i¢in molekiillerin belli bir mesafeye gelmeleri
veya birbirleriyle temas etmeleri gerekmektedir. Statik kuenglesmede, molekiillerin bir
araya gelmesinde hidrojen baglari, van der Waals giicleri, elektrostatik veya hidrofobik
etkilesimler etkilidir. Termodinamik parametreler, molekiillerin bir araya gelmesindeki
etkilesim tiirlinii belirlemede kullanilmaktadir (Ni et al. 2010; Guaet al. 2010; Yu et al.
2010).

Termodinamik parametrelerin (AG,AH ve AS) isareti, bu etkilesimlerin meydana
gelmesindeki yiiriitiicii gii¢ hakkinda bilgi verebilmektedir. Entalpi degisimi (AH)
sifirdan kiigiik veya sifira denk olup, entropi degisimi de (AS) sifirdan biiyiik iseiki
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molekiil elektrostatik etkilesimlerle bir araya gelirler. AS< 0 ve AH< 0 oldugu zaman iki
molekiiliin bir araya gelmesi,van der Waals ya da hidrojen bagi etkilesimlerininbir
sonucudur. Diger taraftan AS> 0 ve AH> 0 oldugu zaman bu molekiiller arasindaki
etkilesime hidrofobik giigler sebep olmaktadir (Qinet al. 2010; Pintoet al. 2010;Biet al.
2011).

Statik kuenclesmede molekiillerin etkin bir alan igerisinde kuenclestigi veya
birbirleriyle etkileserek karanlik bir kompleks olusturdugundan daha 6nce bahsetmistik.
Bu molekiillerin kompleks olusturabilmeleri i¢in baglanma sabiti, kuenglesme
sabitinden faydalanilarak bulunabilir (Machicoteet al.2010). Bunun igin denklem

1.21°de verilen modifiye Stern-Volmer denklemi kullanilmaktadir.
Io—I
log [T] = logK + nlog[Q] 1.21

Denklemde; K, baglanma sabiti; n, baglanma Yyeri sayisidir. Baglanma sabiti farkli
sicakliklarda hesaplanarak, van’t Hoff denkleminde yerine koyularak, AH° ve 4S°
hesaplanabilinir. van’t Hoff denklemi asagidaki gibidir.

Ink = — 250 4 85° 1.22

RT R

Denklemde; K, baglanma sabiti; R, ideal gaz sabitidir. Serbest enerji degisimi AG

asagidaki denklem ile hesaplanir.

AG® = AH® — TAS° 1.23
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1.1 Lipozomve kesecik

Lipozom yapilari, canli hiicreler kullanilarak elde edilen bilgiye gore daha kolay
yorumlanabilen ve hizli bir sekilde gerekli bilgileri elde edebilecegimiz basit model
sistemlerdir. Yapay mebranlar olan lipozomlar, yaklasik 30 yildan beri hiicre zari
modeli olarak biyolojik ¢alisma alanlarinda tercih edilmektedir. Gergek hiicre
mebranlarinin yapisinda bulunan lipitler, lipozom ve kesecik (vesicle) yapist sekline

getirilebilir.

Mebranlarin yapisal yoni lipitlerin bilesimleriyle ele alinir. Organizasyonel yonii ise
tabakanin derinligi ya da yiizeyden olan uzakligi ve mebran i¢indeki ve yanindaki
fazlar1 igermesiyle degerlendirilir. Mebranlarin 6zellikleri, ylizeyin yikii ve dielektrik
sabitiyle de iliskilidir. Floresans teknikleri bu tiir bilgileri elde etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin floroforun yasam siiresindeki zaman skalalar1 lipitlerin
hareketleri; floresans enerji transferi, lipit tabakasindaki floroforlarin yiizey
yogunluklari, mebranlardaki protein ya da protein segmentlerinin ydnlenmeleri,
floresans kuenglesme ise lipit yapilarin gegirgenlikleri, floroforlarin tabakalardaki
hareketleri ve konsantrasyonlarigibi 0Ozellikler hakkinda bilgi verebilmektedir
(Lakowicz 1991).

Lipozom yapilarini olusturan lipitlerin, yapisal 6zellikleri ve yiizey bilesimleri istenilen
amaglar i¢in degistirilmesi miimkiindiir. Ayrica istenilen boyutlarda lipozomlar elde
edilebilmektedir (de Leeuwet al.2009).

Lipozomlar, lipit molekiillerinin kendiligindenbir araya gelmesiyle olusmaktadir.
Molekiillerinkendiliginden bir araya gelmelerinin sebebi, her bir lipit molekiiliiniin
yapisinda iki veya daha fazla kimyasal ve fiziksel 6zellikleri farkli gruplarmvarligidir.
Bu tiir molekiillere amfifilik molekiillerde denilmektedir. Bu molekiiller kuyruk

kisimlar1 bir veya iki tane hidrokarbon zinciri, bas gruplari ise anyonik, katyonik veya
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nétral olan polar gruplar igerir. Sekil 1,9°da amfifilik bir molekiiliingenel yapisi

gosterilmistir.

Y
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Hidrokarbon Zincir
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Sekil 1.9. Amfifilik molekiiliin temsili gosterimi

Amfifilik molekiillerin polar kismi anyonik olursa ve dzellikle de siilfonat grubu igerirse
suya karst kuvvetli bir ilgiye sahip olurlar. Bu tiir surfaktant molekiilleri genelde
temizlik alanlarinda kullanilmaktadir. Diger taraftan polar bag kisimlar1 katyonik olursa,
antibakteriyel ozellikler sergilemektedirler. Bu tiir molekiiler ise hafif antiseptik ve
dezenfektan olarak kullanilmaktadir. Amfifilik molekiiller sayet iki hidrokarbon zincir
ve fosfaditil kolin bas gruplarini igerirse bunlara fosfolipitler denilmekte olup biyolojik

mebranlarin i¢inde bulunmaktadirlar.

Amfifilik bir molekiil suyla temas ettigi zaman sistemde maksimum bir sekilde polar
bas gruplarin hidratasyonu meydana gelirken,hidrofobik zincirler su ile kontak
kurmaktan kacinacaktirlar. Sonug olarak yapisal bir organizasyon meydana gelir. Eger
kullanilan ¢6zelti apolar segilirse bu sefer molekiillerde tam tersi bir yapisal diizenlenme
meydana gelecektir.Bir tane kuyrugu olan surfaktantlar misel, iki tane kuyrugu olan
surfaktantlar ise lipozom sistemleri olusturmaya egilimlidirler. Bu diizenlenme sekli

asagida Sekil 1.10°da gosterilmistir.
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Sekil 1.10. Fosfolipit tabakasinin temsili gdsterimi

Genel olarak bu tiir proseslere, Supramolekiiler Self-Assembly denilmektedir. Terim
olarak self assembly molekiillerin diizensiz dizilis hallerinden, diizenli bir dizilis
yapisina kendiliginden gelmeleri veya hareketleri anlamindadir. Supramolekiiler
yapilarin olugsmasi iki fonksiyonlu olmalidir.Bunlardan birincisi tek tip molekiillerin
birlesmesi sonucu olusacak, ikincisi ise bu olusan supramolekiillerin 6zellikleri her bir
bireysel bileseninden farkli olacaktir. Ornegin ayr1 ayr1 olacak sekilde fosfaditilkolin
iyonlar1 ile alkil zincirlerinden bir ¢ozelti olusturmak istersek, sadece faz ayrimi (iki sivi
faz) meydana gelecektir. Ancak tek bir birimde birbirine bagli olarak bulunan bu iki
molekiil, hiicre duvarlar1 gibi yasamin merkezinde olan, asir1 derecede biiyiik karmasik

yapilar meydana getirecektir (Steinlin 2011).
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Self-assembly olayinda temel yiiriitiicli gii¢, molekiiliin hidrofillik bag kismina tutunmus
su molekiilerini, molekiiliin kuyruk kisminda bulunan hidrofobik zincirle etkilesimini
minimuma indirmek igin, serbest gibbs enerjisini en aza indirmesi
gerekecektir.Molekiiliinhidrofobik kuyruk kismi, su molekiillerinin hidrojen bagi
yapisini giiglii bir sekilde etkileyecek ve ozellikle hidrofillik kisma 3-4 su molekiilii
baglandig1 disiiniiliirse hidrojen bagi mesafesini degistirmeye c¢alisacaktir. Bu olay su
molekiillerinin ¢6ziindiigii kisimda, hidrojen bagi etkisiyle tekrar diizenlenmeyi
saglayan gii¢ olacaktir. Bu proses, su molekiillerinin hidrofobik molekiiller etrafindaki

konfigiirasyonunu kisitladig1 i¢in entropide bir azalmaya neden olacaktir.

Lipozomlara nanobiokolloitlerde denilmektedir. Genel olarak nanobiokolloitler,
molekiillerden ¢ok biiyiik fakat 1000 nm’den daha kii¢iik yapidadir. Ornegin su
molekiiliiniin ¢ap1 0,1 nm iken, globular enziminin ¢ap1 8 nm’dir. Lipozomlar,lipit
molekiillerinin bir araya gelmesiyle tek tabakali ya da birkac tabakadan olusan ici su
dolu yapilar olarak tanimlanmaktadir. Yapinin tamamen kiiresel olmast durumunda ise

kesecik olarak adlandirilir. Lipozom yapis1 Sekil 1.11°da gosterilmistir (Shah 2011).
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Sekil 1.11. Lipozom veya kesecik yapisinin genel gosterimi
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Yapilarina gore kesecikler ikiye ayrilmaktadirlar. Birincisi bir¢ok tabakanin i¢ ige
girerek olusturdugu cok tabakali (multilameller) yapilar, ikincisi ise tek bir tabakadan
(unilamellar) olusan yapilardir. Caplarina gore kesecikler ise asagidaki sekilde

ayrilmaktadir (Basu and Basu 2002; Gregoriadis 2007):

a- Kiiciik tek tabakali kesecik (Small unilamellar vesicle, SUV). Caplar1 genel olarak
30-100 nm arasindadir.

b- Biiyiik tek tabakali kesecik (Large unilamellar vesicle, LUV). Caplar1 yaklasik olarak
100-5000 nm arasindadir.

c- Cok biiyiik tek tabakali kesecik (Giant unilamellar vesicle, GUV). Caplar1 5-100
mikron arasindadir.

d- Kiigiik ¢cok tabakali kesecik (Small multilamellar vesicle, SMV). Caplar1 genel olarak
30-100 nm arasindadir.

e- Biiyiik ¢ok tabakali kesecik (Large multilamellar vesicle, LMV). Caplar1 yaklasik
olarak 100-5000 nm arasindadir.

f- Cok biiyiik tabakali kesecik (Giant multilamellar vesicle, GMV). Caplar1 5-100
mikron arasindadir.

Tek ve ¢ok tabakali kesecik yapisi, Sekil 1.12°de verilmistir.

Cok Tabakal1 Kesecik Yapisi Tek Tabakali Kesecik Yapisi

Sekil 1.12. Yapilarina gore kesecik sekilleri

Lipozom, kesecik ve daha birgok yapimnin temelini olusturan surfaktant molekiilleri,
uzun hidrokarbon zincirli bir kuyruk kisim (hidrofobik) ve polar bir bas kisimdan
(hidrofilik) olustugunu daha once bahsetmistik. Surfaktant molekiilii olarak dogal bir

fosfolipit olan ve memeli hiicrelerinin zarinin disinda bulunan L-egg lecithin
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phosphatidylcholine (PC) ¢alismalarimizda kullanilacaktir. Genel formiilii C4,Hg,NOgP
olup molekiil agirhigr 760.00 g/mol’diir. L-egg lecithin phosphatidylcholine’nin
kimyasal yapis1 Sekil 1.13’te verilmistir.

Hidrofobik KisimHidrofillik Kisim

Sekil 1.13. L-egg lecithin phosphatidylcholine molekiiliiniin yapisi

Kolesterol okaryotik hiicrelerin mebran yapilarinda bulunan ana bir lipit bilesigidir.
Kolesterol mebranlarin yapisinda ve akiskanhiginda Onemli bir role sahiptir.
Kolesteroliin, tabaka yapilarindaki fosfolipitlerle olan reaksiyonlari genis bir sekilde
calisilmaktadir. Ornegin fosfolipitlerin tek tabakali yapilarinda bulunan Kolesterol, yag
asit zincir segmentlerindeki sterik konfirmasyon sayilarini etkiledigi belirlenmistir

(Huang at al. 1974). Kolesteroliinyapis1 Sekil 1.14” te verilmistir.

HO

Sekil 1.14. Kolesterol molekiiliiniin kimyasal yapis1
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1.2 Ayrigsma oran sabiti

Lipozomlarin ikili faz sistemi icerdiginden daha Once bahsetmistik. Lipozom
yapilarinda kueng¢ir molekiilleri mebran (lipit) ve su fazinda dagmik halde
bulunmaktadir. Ancak floresans kuenglesmeye lipit faz tizerindeki kuengir sorumlu iken
su fazindaki kuencirlar sorumlu olmayacak veya bunun tam tersi seklinde olacaktir. Bu
yaklasimdan faydalanarak, ikili faz sistemlerinde kuengirin, Su-mebran fazindaki
ayrisma orani belirlenebilir. Ikili faz sistemlerinde molekiillerin fazlardaki ayrisma

oranini belirlemede asagidaki denklem kullanilir (Geneveet al.1985).

1

Im 4 1/kgmP 1.24

kapp kqm

Burada kg, deneysel olarak hesaplanan bimolekiiler kuenglesme sabitidir ve verilen
mebran konsantrasyonunda belirlenir. Bu sabit K;'? olarakda ifade -edilir. a,, ise
fosfolipit konsantrasyonuyla orantilidir ve g/ml ‘lik lipit yogunlugundan belirlenir.
kgm kuengirin mebrandaki bimolekiiler kuenglesme sabitidir. P ise ayrisma oran

[Qlmembran o1arak ifade edilir. Iki fazpopiilasyonu goz oniine aliarak bu

[ su

sabitidir ve

denklemdeki sabitler hesaplanabilir. A florofor i¢eren sulu faz, B ise etiketlenen mebran
fazindaki florofor olsun. Ayrigsma sabiti Py = [Q]4/W ve Pz = [Q]g/ W olarak ifade

edilir. Burada W , A ve B deki kuen¢ir konsantrasyonunu belirtir. Bu iki denklem
birbirine béliiniirse g—A=% ya da [Q]s = [Qls G2 2) ve [Qlw = [Q1a/Ps olur.
B B

Maddenin korunumu yasasindan;

[Q17Vr = [QlalV]a + [Qls[V]s + [Qlw[V]w 1.25

ifadesi yazilabilir. Burada V fazin hacmi V; ise toplam hacimdir. [Q]; iSe numunenin

toplam hacmindeki kuengir konsantrasyonudur. Verilen V;’ye denklem boliiniirse;
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(0], = [Q]A[V]A/VT n [Q]B[V]B/VT n [Q]w[V]w/VT 1.26

seklinde olur. Eger mebran hacim kesrini gy = V,/Vy ve ap = Vg /V; olarak ifade

edersek ve 1= Z—A + Z—B + Vi /Vy olacaktir. Buradan da ‘;—W =1—a, — ap ifadesi
T T T

yukaridaki denklemde yazilir ve diizenlemeler yapilirsa;

[Q1a = Lol 1.27

ap+(Ppap+l-as—ap)/Pal

seklini alir. Daha 6ncede ifade ettigimiz Stern-Volmer denklemi;
I
70 =1+ kATO[Q]A 1.28

Bu denklemde lp ortamda kuengirin bulunmadigi andaki, | ortamda kuengirin
bulundugu andaki floresans siddeti, [Q]4 ise A fazindaki kuengir konsantrasyonudur. k,
A fazindaki  bimolekiiler = kuenglesme  sabitidir.  Deneysel olarak [Q]a

belirlenemeyeceginden [Q]; dikkate alinmalidir.

ITO = 1+ k1, [Qlr 1.29

[@a+(Ppap+l—as—ap)/Pal

olarak yazilirsa
I
7= 1+ KapptolQl7 1.30

Buradaki k,pp, deneysel olarak belirlenen bimolekiiler kuenglesme sabitidir.
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_ Ka
aPP " [@y+(Ppag+i-as—ap)/Pal

k 1.31

Bilesiklerin mebran yapilarinin ig¢indeki ayrigma sabitlerini belirlemek igin Stern-
Volmer denklemi genel olarak diisiik mebran konsantrasyonlarinda uygulanilir. Bundan

dolay1 1—a, — ap = 1 seklinde olur.

_ Ka
aPP " [@a+(PRag+1)/Pal

k 1.32

Eger ag = 0 ya da Pg = 0 oldugu zaman Kk,p, = [a;ﬁ olur. A fazin1 belirlemek

icin bu denklem asagidaki sekildeki gibi kullanilir ve ayrisma sabiti genel olarak

P = K, seklinde ifade edilmektedir.

— =T 4 1 kg, 1.33

kapp ~ Kqm

Farkli lipit konsantrasyonlarinda hesaplanan k,,,, degerleri, lipit yogunluklarina gore

app
grafik edilirse, kuengirin mebrandaki bimolekiiler kuenglesme sabiti ve ayrisma orant

hesaplanabilir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda calisilanmolekiiller Floresinve Merosiyanin 540 boyar
bilesikleridir. Dondr olarak kullanilan Floresin molekiilii ksentan tiirevi olup, 1871
yilinda Von Bayer tarafindan sentezlenmistir. Sivi ortamda kuantum verimi oldukca
yiiksek olmasindan (0,92) dolay1 lazer endiistrisinde fotosensitizer, lazer isinlarinin
dalga boylarin1 ayarlamada (450-600 nm) kullanilabilen boyar bilesigidir. Floresin, tipta
fotografik bir test olan hastanin goz saglhigi hakkinda bilgi veren anjiyografi testinde
kullanilmaktadir. Yiiksek kuantum verimine sahip olmasi ve foton etkisinden
olusabilecek kayiplara karst direncli olmasi, bu molekiilii 6zellikle protein isaretlemek

icin biyokimyada tercih edilmesindeki sebeptir. Ayrica floresin son yillarda enerji
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transfer calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Aydin 2005). Floresin molekiiliiniin

kimyasal yapist Sekil 1.15’te verilmistir.

Sekil 1.15. Floresin molekiiliiniin kimyasal yapisi

Akseptor molekiilii olarak kullandigimiz merosiyanin 540, sentetik ve biyolojik
mebranlara baglanan anyonik lipofillik bir boyar bilesiktir. Merosiyanin 540
polimetinboyar bilesiklerinden olup negatif yiikli heterosiklik bir yapidadir.
Merosiyanin 540 biyomedikal ¢alismalarda, 6zelliklede biyolojik mebran sistemlerinde
ve kanser hiicrelerinin teshisinde kullanilir. Ayrica bu bilesik kan kanseri hiicrelerinin
par¢alanmasinda da kullanilmaktadir (Valinsky et al. 1978; Schlegel et al.
1980;Dougherty et al. 1998; Zareba et al. 2005). Merosiyanin 540’in kimyasal yapisi
Sekil 1.16°da gosterilmistir.
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(CH2)3SO3N3+

Sekil 1.16.Merosiyanin 540 molekiiliiniin kimyasal yapisi

Bu tez calismasinda hiicre zar1 yapisina yakin olan lipozom ve kesecik (vesicle)
sisteminde MC540-FL molekiil ¢ifti arasindaki floresans kuenglesme incelenecektir.
Lipozom modelinin hiicre yapisindan farki organel ve protein icermemesidir. Bu
yapikullanilarak FL ve MC540 molekiiliinlin hiicre ortamindaki etkilesimleri hakkinda
bilgi edinilecektir. Ozellikler MC540 molekiilii fotodinamik terapide kanser teshisinde
kullanilmasi, FL molekiiliin ise biyokimyada protein isaretlemede kullanilmasi bu iki
molekiiliin ayni1 hiicre ortaminda etkilesiminin Onemini artirmaktadir. Bu nedenle
gercek hiicre zar1 yapisina en yakin yapilar olan lipozom sistemleri secilerek, amaca
uygun olarak kullanilacak molekiillerin davranislarinin belirlenmesi biiyiik bir 6nem arz
etmektedir. Ayrica dye bilesiklerin karisimlarinin enerji transfer proseslerine dayali
spesifik bir dalga boyunda, daha verimli olarak dye laser endiistrisinde kullanildiklar1 da
bilinmektedir (De and Girigoswami 2004). Enerji transfer ¢aligmalarinin bir¢ogu,
biyolojik sistemlerde kullanilabilecek molekiillerin enerji transfer verimliliginin, enerji
transfer hiz sabitinin ve Forster mesafenin belirlenmesini  hedeflemektedir
(GangoPadhyayet al. 1987;Hrbacet al. 2004; Wang et al. 2004). Bu tez ¢alismanin
amaci, fotofiziksel 6zellikleri incelenmis olan FL ve MC540 bilesiklerinin lipozom ve
kesecik ortaminda floresans enerji transfer proseslerinin incelenmesidir (Aramendiaet
al. 1990; Hoebeke et al. 1991;0nganer et al. 1993; Song et al. 2000; Acemioglu et
al.2001).
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Bu amagla oncelikle fosfolipitlerden, lipozomlar ve kesecikler hazirlanacaktir.
Olusturulan lipozomlar floresans spektrumuyla, kesecik yapisi ise gecisli elektron
mikroskobuyla karakterize edilecektir. Daha sonra ilgili bilesiklerin saf su, lipozom ve
kesecik sistemlerindeki ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanacaktir. Bu bilesiklerin kiyaslama
amacl olarak saf su igerisindeki fotofiziksel davranislari (absorpsiyon spektrumlari,
floresans spektrumlari, kuantum verimleri ve uyarilma Omiirleri) belirlendikten sonra,
bu iki bilesigin uygun karisim konsantrasyonlarinda lipozom ve kesecik igeren
coOzeltilerdeki absorpsiyon, durgun hal ve zamana bagli floresans spektroskopi teknikleri
ile gerekli Olgiimler yapilarak aralarindaki etkilesimler incelenecektir. MC 540
molekiiliiniin lipozomlardaki ayrisma oran sabiti floresans kuenglesme yardimiyla
hesaplanacaktir. Forster radyasyonsuz enerji transfer teorisine gore enerji transfer
parametreleri hesaplanacak ve yorumlanacaktir. Gergek hiicre zarinda bulunan
kolesterol,olusturulacak lipozom sistemine eklenerek FL. ve MC540 molekiilleri
arasindaki etkilesimler incelenecektir. Gergek hiicre zarma yakin olmasi i¢in kolesterol
lipozom konsantrasyonlarinin %10 olarak secilecektir, ayrica bu orana ek olarak %20 ve

%30 konsantrasyon araliginda da caligilacaktir.

Bu molekiillerin  aralarinda  olan  etkilesimleri, lipozom  ¢ozeltisi  ve
lipozom+kolesterolkarigimi igin baglanma sabitleri, baglanma yerleri ve termodinamik

parametreleri hesaplanacaktir.

Ayrica floresin molekiiliiniin lipozom ve kesecik ortamindaki bazi fotodinamik
ozellikleri spektroskopi teknikleriyle de incelenecektir. Bu amagla bu bilesigin floresans
anizotropi, mikroviskozite ve rotasyonel diflizyon parametreleri durgun hal floresans
spektroskopi  teknigi ile Debye-Stokes-Einstein ve Perrin  denklemlerinden

faydalanilarak belirlenecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bir fotosensitizer olan ve fotodinamik tedavilerde ila¢ olarak kullanilan, klorin-p6
(Chlorin-p6) molekiiliiniin, fosfaditil kolin (phosphatidly choline) olusturulan
lipozomlara baglanmasini, pH degisimlerine bagli olarak incelenmistir. pH=5"te
lipozom konsantrasyon artisiyla klorin-p6 molekiiliinlin absorpsiyon ve emisyon
spektrumlarinda belirgin bir degisim gozlenmis. Ayrica absorpsiyon spektrumlarinda
pH artisina bagl olarak kirmiziya kayma meydana gelmistir. Lipozom konsantrasyonu
artist emisyon spektrumu siddetinde azalma ve kirmiziya kaymaya neden olmustur.
Klorin-p6 molekiiliiniin, floresans uyarilma omrii ve KI molekiiliiyle kuenglesmesi
incelenmis, bu dlgiimlere bagl olarak molekiiliin lipit tabakalarindaki yerleri hakkinda
bilgi saglanmigtir. Lipozomlarda, pH degeri artarken floresans uyarilma omriinde ve
floresans kuantum veriminde bir artis gozlemlenmistir. Lipozom konsantrasyonu
artistyla da floresans kuantum verimi artmistir. Sonug¢ olarak klorin-p6 molekiiliiniin,
pH=5te lipit tabakalarinin merkezinde olacagi fikri Onerilmistir. Cilinkii yiiksek
hidrofobisitelerde lipit tabakasinin polaritesinin minimum oldugu yer,lipit tabakasinin
merkezidir. pH=6’da ise anyonik bir molekiil olan klorin-p6, ytiklii lipit bas gruplari ile
elektrostatik etkilesimlerden dolayi, yiiksek bir olasilikla lipozomun yiizeyine yakin bir
yere baglanmis olabilecegi belirtilmistir (Das et al. 2005).

Biyolojik olarak aktif olan bir bilesigi karakterize etmek icin en Onemli anahtar
parametrelerden biri, bu tiir bilesiklerin biyolojik mebranlara sizma becerilerini
belirlemektir. Bunun icinde, zamandan tasarruf saglayacak, ekonomik ve basit olan
metotlara her zaman ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada buna binaen molekiillerin biyolojik
mebranlara sizma becerileri igin yeni bir metot Onerilmistir. Molekiiliin
konsantrasyonunu direkt olarak belirlemeye gidilmemis, mebranin yiizeyini floresin
molekiiliiyle etiketleme yaklasimima gidilmistir. Ancak mebran ylizeyini etiketlemek
icin kullanilan problarin ortamda bulunan yikli bilesiklerin varligina karsit hassas
olmalar1 gerekmektedir. Bu yontemde model bir lipit tabakasinin her iki tarafina tutulan
yiklii boyar bilesiginin floresans siddetindeki degisimler Olglilmiistir. Metotta

numunenin varlii, probun floresans siddeti degisim zamanlarinda bir diizensizlige
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neden olmustur. Bu diizensizlik bilesiklerin mebrana sizabilirlikleri hakkinda tahminlere
izin vermektedir. Son olarak feniletin bilesiginin, fosfaditil kolin ile olusturulmus tek
tabakali lipozom modeli de, bu molekiiliin gegis transportu hakkinda bilgi edinmek i¢in
kullanilmistir. Yapilan ¢alisma molekiiliin pasif bir diflizyonla lipit tabakasina dogru
gittigi ve elektrostatik ylizey potansiyelinden dolay1, probunun her iki mebran yiizeyine
adsorplandigin1 gostermistir. Bu floresin-feniletin durumu anlamina gelmektedir. Bu
sonucu ise iki olay desteklemektedir. Ciinkii floresin hidrofilik bir molekiildiir ve
kovalent bir bagla mebran ylizeyine yakin bir sekilde lipit molekiillerine tutunmustur.
Ikincisi floresin molekiiliinin emisyon siddeti, belirli bir yiizey yiik miktari

degisiminden ¢ok hassas bir sekilde etkilenmektedir (Przybylo et al. 2007).

Cevresel olarak oneme sahip molekiillerin, biyolojik mebranlar ve bu mebranlarin
cevresi arasindaki ayrigma oranlar1 hakkindaki bilgiler, hayati dneme sahiptir. Ciinkii
ayrisma oranlart bu molekiillerin aktivitelerini ve toksikolojilerini agiklamakta
kullanildig1 gibi metabolizmadaki adsorpsiyon ve dagilimlari hakkinda da bilgi
saglamaktadir. Bu calismada mebranlarla ii¢ farkli surfaktant bilesiginin etkilesimi
incelenmistir. Kullanilan surfaktant maddeleri; t-oktifenoksipolietoksiethanol (TritonX-
100), hekzatrimetilamonyum kloriir (CTAC) ve sodyumdodesilbenzen siilfonat’tir
(SDBS). Model mebran sistemi olarak, tek tabakali (LUVs) fosfaditil kolinle
hazirlanmis lipozomlar kullanilmistir. Ayrigma oran sabiti ksenobiotik bilesiklerin
davraniglarin1 belirlemede temel bir parametredir. SDBS ve TritonX-100 bilesiklerini
ayrisma sabitleri absorpsiyon tiirevi ve floresans kuenglesmeyle belirlenip
kiyaslanmistir. Sonug olarak bu iki bilesigin ayrigsma sabitleri iki yontemde de birbirine
yakin ¢ikmistir. Absorpsiyon spektrumlarinin {igiincii tiirevi kullanilarak ayrigma sabiti
hesaplanilmistir. Bu surfaktantlarin, lipozomlar tizerindeki fizikokimyasal karakteristik
etkileri (akiskanlik, ¢ap ve yiizey yiikii) belirlenmistir. Sonug¢ olarak {i¢ surfaktant
maddede yiiksek konsantrasyonlarda lipozom mebranlarinin akigkanligini azaltmistir.
Ancak diisiik konsantrasyonlarmebranin rijitligini etkilememistir, bunun sebebi olarak
lipitin paketlenme yogunlugunun etkilenmemesi olarak diistiniilmiistiir (Marcelino et al.
2007).
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Rose Bengal son zamanlarda g6z kurulugu igin oftalmolojide kullanilmaya baslayan,
suda ¢oziinebilen ksanten tiirevi bir boyar bilesigidir. Boyar bilesikleri fotodinamik
timor terapisi i¢in potansiyel bir fotosensitizer olmalarina ragmen, Rose Bengal boyar
bilesiginin yetersiz lifofilitesi ve tiimor birikmelerinden dolay1 fotodinamik terapilerde
klinik kullanimi1 zordur. Lipozomal kapsiiller bu dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in
uygun bir metot olarak diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmada lipozom preparatinda, Rose
Bengal’in fotofiziksel Ozellikleri incelenmistir. Lipozomal kapsiillerde Rose Bengal
serbest formlarina kiyasla daha gii¢lii floresans 6zellik géstermistir. Bu bilesikle yapilan
deneylerden sonra varilan sonuglar su sekilde Ozetlenebilir. Biiyiikk hacime sahip
lipozomlar da Rose Bengal’in daha az agregasyonu belirlenmistir. Rose Bengal
bilesiginin sudaki floresans dalga boyu maksimumu etanol, lipit ya da lipozomal
karisimlarda kirmiziya kaymistir. Lipozom ya da lipozomal sartlarda Rose Bengal
bilesiginin floresans ve absorpsiyon bandinda kaymalar meydana gelmistir. Ayrica bu

bilesigin agregasyon yapisi olustugu onerilmistir (Cheng-Chang et al. 2008).

Kiigiik tek tabakali 2 dimistrol-3-sn-fosfotidil kolin (DPPC)kesecikleri iizerine iki safra
tuzunun etkisi, (sodyum deoksalat ve sodyum kolon’u (NaDC ve NaC))
difenilhekzatrinin probu ile durgun hal floresans anizotropisi kullanilarak (rss)
incelenmistir. Degisik rsidegerleri, DPPC  kesecikleriyle safra tuzlarinin farkli
durumlardaki reaksiyonlarini izlemek icin Yeterince hassas oldugunu gostermistir.
NaDC (6mM) kritik misel konsantrasyonunda, onemli spektral degisimlere neden
olmustur. Kritik misel konsantrasyonundan diisiik olan 4mM da bile NaDC, fosfolipit
misellerde tamamen ¢oziinebilmistir. DPPC keseciklerinin tizerinde, NaC’nin etkisinin
cok daha az oldugu belirlenmistir. Ancak 6zellikle kritik misel konsantrasyonlarinin
altindaki konsantrasyonlarda hidrofillik NaC, hassas bir sekilde mebranlarin yapisini
etkileyebilmektedir. Tam olarak fosfolipitlerin ¢O6ziinmesi, yaklasik olarak
NaC’nin,kritik  miselkonsantrasyonununaltinda oldugu zamanda gergeklesmistir.
Deneylerle, kesecik yapilarinin degisimine neden olan safra
tuzlarininkonsantrasyonuna, giiclii bir sekilde bagli olmadigi gosterilmistir. Ayrica
anizotropi degerinin, faz gecis sicakligina bagl olarak 42°C’de ani bir diisme gosterdigi
belirlenmistir (Subuddhi et al. 2007).
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Sigir faktorii Va’nin fosfotidil kolin mebraniyla etkilesimi, dort farkli floresans teknigi
kullanilarak incelenilmistir. Bu teknikler 1-) 2 dimistrol-3-sn-fosfotidil kolin (DMPC)
olusturulan kiigiik tek tabakali kesecik (SUV) ile Va faktorii etkilesimlerini gostermek
icin, floresans mebran probu olan 1,6-difenil-1,3,5-hekzatirenin (DPH) floresans
anizotropisinin degismesi 2-) 1-polmitol-2-aleol-3-sn fosfotidil kolin (POPC) den
hazirlanan SUV i¢ine dahil edilen N-( lizomin radomin B sulfonil) diozil fosfotil etil
aminin (Ph-PE) floresans anizotropi degisimi, 3-) POPC olusturulan SUVyapilarina
eklenen (kalin zincirle etiketlenen) floresin ile etkilenen Va faktoriiniin floresans
anizotropi degisimi, 4-) floresinle etkilesen Va faktoriinden, radominle etiketlenen
POPC den olusturulan SUV’a yapilarina olan floresans enerji transferidir. Lipit
kesecikleriyle etiketlenenler, etiketlenmeyen proteinlerle titre edilmistir. Buna karsin
son iki tip deneyde Va faktoriiyle etiketlenen keseciklerle titre edilmistir. Burada
baglanmanin zayif oldugu goézlenmistir. Lipit protein modeli hakkinda bilgi edinmede
gerekli olan ii¢ parametre vardir. Bunlar ayrisma sabiti Ky, stokiyometrik baglanma, her
bir deneyde gozlemlenen, emdirme Ryax degerleridir (Kgq 3,0 mM da ve her bir baglanan
Va faktorii yaklasik olarak 200 oldugu zaman stokiyometriktir). SUV yapilarinin
DMPC’e baglanmas1 yiiksek anfinite de giizel bir sekilde olmustur. Bu gozlemler
toplam serbest baglanma enerji bilesenlerini hesaplamada kullanilmis ve bu
baglanmanin asidik-lipit bagi ile oldugu ve buna ek olarak, asidik-lipit bagimsiz
reaksiyonlarinin ortamda bulunan mebran yapilariyla yarigmali olabilecegi sonucuna

varilmistir (Koppaka et al. 1996).

Fare timusunun igine floresin molekiilii koyularak, zamana ve uyarilma dalga boyuna
bagli, floresans anizotropi gibi degisik spektroskopik tekniklerle ayrintili bir ¢alisma
gerceklestirilmistir. Deneysel kisimda boyar molekiiliiniin  kullanilmasinin sebebi,
serbest ve bagli molekiilleri belirlemeye caligmaktir. Bagli molekiillerin iki farkli
polarizasyon yoniinde olduklari, zamana bagli floresans spektrumundaki farkliliklar
yorumlanarak elde edilmistir. Ortamda bulunan serbest molekiillerin polarizasyon

yoniinii belirleyebilmek i¢in, uyarilmadan sonra gecikme siiresinin dogru bir sekilde
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hesaplanmas1 gerekmektedir. Kér numuneler kullanilarak 6l¢iilen floresans spektrumlari
ile numunenin oldugu sartlarda 6lgiilen floresans spektrumlar birbirleriyle kiyaslanarak
problarin durumlar1 ile ilgili hesaplama yapilabilmektedir. Elde edilen sonuglardan
hiicre ic¢inde boyar molekiillerinin varhigma ve yokluguna bagli olarak alinan
absorpsiyon ve floresans spektrumlari ile hesaplanan, floresans anizotropidegerlerinin
yorumlanmasiyla sonuca gidilmistir. Son olarak bu faktorlerin nasil biyolojik nitelikleri
ifade ettigi tartistlmistir. Serbest molekiillerin stoplazmik matriste ¢6ziinmesiyle
polarizasyonlarini kaybettigi anlagilmistir. Bagli molekiillerde ise bu olay uzun
sirmektedir. Yapilan deneylerde rp,= 0,25-0,30 bulunmustur. Elde edilen r, degeri
floresinin alblimin i¢ine baglanma degerinden kiigiiktiir (Kinoshita et al.1987).

Floresans ozelligi olmayan glikol ayrisma ya da kimyasal doniisiim olmaksizin es
zamanli karisimlarda, floresans &zelligi olan bir probla incelenmistir. iki farkli analit
cozeltisi hazirlanarak, birine floresin konulup diger ¢ozeltiye koymamak sartiyla, bu
cozeltilerin floresans anizotropisi dl¢iilmiistiir. Ik sistemde, saf sistemin ve karisimin
anizotropi  spektrumu, nicel olarak  belirlemede  kullanilmistir  (florofor
konsantrasyonunun artis1 floresans siddetini degistirmistir). ikinci sistemde, Perrin
denkleminden faydalanilarak Konsantrasyona bagli anizotropi grafigi ¢izilerek
yapilmistir. Yapilan denemeler sonucunda, en 1iyi analitik performanst Perrin
denklemine bagvuruldugunda elde edilmistir. Bu teknik, glikol karigimlarini
belirleyebilmede kesin ve kabul edilebilir dogrulukta,hizli ve basit sonuglar
verebilmektedir. Sonug¢ olarak belirli limitlerde, ¢6ziicliniin anizotropi ve floresans
verimiyle simnirlt oldugu, kaydedilen degerlerde saf ¢oziiciiniin anizotropi degerinden
farkli oldugu bulunmustur. Gliserin-etilen glikol (GL/EG), etilen glikol /1,2 propan diol
(EG/1,2PPD), polietilen glikol 400/1,2 propan diol (PEG 400/ 1,2-PPD) karisimlari
%95-120 Perrin metoduyla analiz edilip kaydedilmistir. Nispi standart sapma %1,3-2,9
oraninda bulunmus ve belirleme limiti % 8,9-3,9 araliginda oldugu goriilmiistiir
(Sanchez et al. 2007).

Bir bagka caligmada yapay mebran olan lipozomlar kullanilarak, antioksidatin oksikom

Ozelligi ve ilaglarin mebran ile reaksiyonlar1 arasindaki iliski incelenmis ve bu
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ilaglariantioksidan aktivitesine etkisi arasindabir iliski kurulmustur. Farkli deneylerle,
2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihidraklorit (AAPH) ‘den tiiretilen peroksiradikali’ye
(ROO) neden olan lipidperoksidant’in, koruyucu oksidamlarla tizerinin ortiilmesi ve iki
farkli lifofillik o6zellige sahip bir floresans prob kullanarak gergeklestirilmeye
caligilmistir. Hidrofillik bir prob olan floresin kullanilarak lipit peroksidant, su ve lipit
ortaminda incelenmistir. Floresans probu difenilhekzatrien propionik asit (DPH-PA)’le
etiketlenen lipit sistemi, floresans durulma ve durgun hal anizotropisi, degisen mebran
akigkanligi, mebranin iizerindeki peroksidant ilag etkisini es zamanli olarak
degerlendirmek iginkullanilmistir. Sentetik mebranlarda farkli prob ve lipozom
kullanimi, mebran lipoperoksitanlarinda, ilaglarin lipit tabakasiyla reaksiyon
becerilerinin yani sira,antioksidanlarin ¢ikma (scavenging) karakteristiklerine bagli
oldugu sonucunavarilmigtir. Yapilan deneylerde peroksidasyonda anizotropi degerinin
arttigr goriilmiistiir (anizotropi degerinin artmasi akigskanligin artmasindan dolayidir).
Sistemde oksidasyon meydana geldiginde Anizotropi maksimum degere ulagmistir

(Marleneet al. 2007).

Lipit mebran yapilarinin biyofiziksel Ozelliklerini agiklamada, floresans hassasiyeti
basarili bir sekilde kullanilabilir. Bu hassasiyet lipozom tabakalarnin iizerindeki,
yayillmig veya emilmis halde bulunan molekiillerin, dagilimin1 ve yerini belirlemede
kullanilabinmektedir. Bu ¢alismada (1H-benzimidazol-2-yl)pridin (BBP) molekiiliiniin
lipozomal ortamdaki bazi fotofiziksel 6zelliklerine bakilmis ve bunlardan faydalanarak
molekiiliin lipozom ortamindaki yeri ve dagilimi hakkinda bilgi edinilmistir. BBP
molekiiliiniin su ortaminda hemen hemen hi¢ floresans 6zelligi olmadig1 bilinmektedir.
Bu molekiil hidrofobik g¢evreye sahip ve lipit mebran yapisinin temel bileseni olan
fosfolipit tabakasinda, suya gore giiclii bir floresans 6zelligi gosterdigi goriilmiistiir. Bu
gozlemlenen 151k anahtar etkisi “’Light Switch Effect’” durumuna, BBP floroforu ve su
molekiilleri arasinda hidrojen bagi etkilesiminin kritik rol oynadigi fikri 6nerilmistir.
BBP molekiiliiniin lipozom ortamindaki floresans siddetindeki artis, lipit tabakasinda,
suyun olmadig1 bolgelere yani lipit tabakanin i¢ kismina dogru (lipit yapinin hidrofobik
kismina) gittigi ve bu sayede floresans siddetinin arttig1 diistiniilmiistiir. Ciinkii suyun

varliginin bu molekiilde, bir floresans kuenclesmeye sebep olabilecedi Onerilmistir.
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BBP molekiilii gecis metal iyonlariyla giiglii bir kuenglesme meydana getirirken,
lipozom igeren ¢dzelti ortaminda ise bir kuenglesme goriilmemistir. Buda lipozomlarin
bir kalkan gorevi yaptifi ve metal iyonlarimi BBP molekiiliine yaklastirmadigini
gostermektedir. Yine BBP molekiiliinii lipozomkonsantrasyonu artisiyla titre yaparak,
bu molekiiliin lipozom ortamindaki ayrisma oran sabitini ve tampon ¢ozeltisinden, lipit
tabakalarina gecisi i¢in Gibbs serbest enerjisi hesaplanmistir. BBP molekiiltiniin lipit
yapilarindan ayrismasi ile Gibbs serbest enerjisi -6,5’ten -7,0 kcal/mol degismistir.
Lipozom vyapilarinda, Gibbs serbest enerji degisiminin, tabakadaki lipit bilesimine
bagimliligi ¢ok az oldugu bilinmektedir. Molekiiler seviyede BBP molekiiliiniin,
lipozomlardaki dagiliminive baglanma yerini tahmin etmekte iki farkli yaklasim
kullanilarak, atomiktik molekiiler dinamik (MD) simiilasyon programui ile belirlenmistir.
Bu yaklasimlar, molekiiliin bir lipit tabakasindan serbest olarak diflizyonla hareket edip
ayrilmasint digerininde lipit takasina dogru boyar molekiiliiniin sizmasi ig¢in semsiye
model profili gibi zorlanmasidir. Her iki yaklasimla BBP molekiiliiniin lipit tabakasinin
yiizey bolgesinde oldugunu ve lipit tabakasinin hidrokarbon kuyrugu ile lipit bas polar
kisminin baslangi¢ yeri arasinda olabilecegi kabul edilmistir. BBP molekiiliiniin, suyun
varliginda floresans siddetinin giiglii bir sekilde diismesinden (kuenglesmeden) dolay1
ayrica simiilasyon, su molekillerinin, POPC lipit tabakasinin bu bdlgesine

sizamayacagini belirtmistir (Kyrychenko et al. 2011)

Su + 2,6 Lulidin (LW) siv1 ¢ifti karisiminda ¢6ziinen floresin sodyum tuzunun,
rotasyonel davraniglar1 zamana bagli ve durgun hal floresans spektroskopi teknikleriyle
incelenmistir. Floresin molekiiliiniin hareketlerinin, LW ¢ozeltisinde yavasladigi
bulunmustur. Floresin molekiiliiniin iki farkli donmesel modu goriilmiistiir. Isik sagilma
siddetinin kritik nokta igin belli bir sicaklik araliginda arttigi goriilmiistiir. Bu sicaklik
aralig1 yaklasitk olarak 306-360 K olarak belirlenmistir. Floresans anizotropi
degerlerinin sicaklikla azaldigi belirlenmistir. Buda ¢6zeltinin akiskanlhiginin arttigini
gostermistir. Floresin molekiiliiniin, ¢oziicii molekiillerin hacmi arttikga veya Kkritik
konsantrasyondan sonra,rotasyonel diizensizliginarttigi goriilmiistir ve ara dénmesel

hareketlerde bulunmustur. Bu sonuglarla, kritik konsantrasyonda, gegici diizensizlikler
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ve ¢oOziicii molekiillerinin farkli uzaysal dinamiginden etkilendigi onerilmistir (Morita

et al. 2003).

Bu calismada yeni bir skuarliyum tiirevi SQ-1 molekiil sentezlenmis ve bu molekiiliin
protein-lipit olusumlarina etkisi test edilmistir. Yapilan deneysel kisimda SQ-1
molekiilii, zivitronik bir lipit olan fosfaditil kolin (PC) le olusturulmus mebrana
baglanmis ve bu olusan sisteme, anyonik bir lipit olan kardilopinin (CL) farkh
konsantrasyonlar1 eklenmistir. Bdylece hidrofobik etkilesimler kontrol edilmistir.
Lizozim ve Riboniikleaz proteinlerinin, SQ-1 molekiiliine etkisi, kesecik ortaminda
incelenilmis ve bu proteinler ile SQ-1 molekiiliiniin, muhtemelen birbirleriyle yarigmali
olarak lipozomlara baglandiklar1 belirlenmistir. Yapilan denemelerde, lisozimlerin
mebranlara baglanmalar1 digerlerine gore daha fazla gorilmistiir. Bu durumun bu
molekiiliin gévdesinde bulunan ve mebranlara baglanmada gerekli olan alifatik o-
helixin proteinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Degisik mebran igeriklerinde SQ-1
molekiiliiniin hem hidrofobik hem de elektrostatik protein lipit etkilesimlerine bu boyar
bilesiginin hassas oldugu kanitlanmistir. Floresans anizotropi ¢alismalarinda, lizozim ve
riboniikleaz proteinlerinin varligl, SQ-1 molekiiliiniin, lipit ¢evredeki rotasyonel
hareketlerini sinirladig1 gortilmiistiir. Bu proteinler belirgin bir sekilde lipit yapilarin i¢
kisimlarindadir. Floresans kuenclesme ve kinetik deneyleriyle baglanma sonuglar
hakkinda bilgi edinilmistir. Sonug olarak lizozim proteinlerin negatif yiiklii mebranlara,
proteinlerin baglanmasini azalttigi Onerilmistir. Bu mebran calismalarinda CL

konsantrasyonu karisimlarda maksimum %210 secilmistir (Loffe et al. 2007).

Bu ¢alismada merosiyanin 540 (MC540) molekiiliiniin, insan glioblastoma (U-87MG)
hiicre mebran plazmasi iizerindeki fotodinamik etkileri incelenmistir. Calisilan ortam
olan plazma mebranlari, spesifik lipit probu olan 1,(4-trimetilamonyum), 6-difenil-1,
3,5- hekztirien (TMA-DPH) ile etiketlenmistir. TMA-DPH molekiiliiniin, U-87MG
hiicresi i¢indeki durgun-hal (steady-state) anizotropi, durulma zamani (decay-time) ve
zamana bagl (time-dependent) anizotropi ile floresans durulma zamani 6l¢iim teknikleri

kullanilarak yorumlanmistir. Sonuglarda, MC540 molekiiliiniin oldugu ve 1s1n tedavisi
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uygulanan hiicrelerde, TMA-DPH molekiiliin durgun-hal ve durulma zamaninda bir
azalma gozlenmistir. Zamana bagli anizotropi oOlgiimlerinde, fotosensitizisasyon
hiicreleri tizerinde probun, limit anizotropi degerinde bir azalma goriiliirken, rotasyonel
relaksasyon zamaninda ise bir artis gozlemlenmistir. Mebrandaki probun rotasyonu igin
yari-koni modeli kullanilmis ve veri analizleri sonucunda, koni agisinda bir artig, S
parametresinde ise bir azalma goriilmiistiir. Ayrica spesifik protein probu olan N-(1-
prin)-malamid molekiilii, plazma mebran proteinleri tizerindeki fotosensitizisasyonun
etkilerini incelemek i¢in kullanilmistir. Bu molekiiliin, fotosensitizisasyon olay1
sirasinda, rotasyonel relaksasyon zamaninda bir artis goriiliirken, ekzimer monomer
floresans siddeti oranlarinda bir azalma goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, MC540
molekiiliiniin fotodinamik etkilerinde, SH grup igeren proteinleri ve Na'-K*-ATPase
plazma mebran aktivitelerini inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica sonuglarda, MC540
molekiiliiniin lipit tabakalarda diizensizlige neden oldugu ve plazma mebranlarindaki

proteinlerin hareketini de azalttigi bulunmustur (Sharma et.al. 1997).

Lipofilik bir mebran probu olan BODIPY (4,4-difloro-4-bora-sa-4a-diaza-s-indasen)
molekiiliniin  lipozom yapilarindaki yeri, floresans kuenglesme yardimiyla
belirlenmistir. Bunun i¢in, mebranin farkli derinliklerine yerlestirilmis bir seri nitroksit
grubundan faydalanilmistir. Parallax analizi de denen bu yontemde, lipit tabakasinin
farkl1 derinliklerine yerlestirilmis floresans Ozellige sahip bir seri bilesik
kullanilmaktadir. Probun lipit yapidan iceri dogru gitmesi sonucunda floresans 6zelligi
bulunan bu molekiillerle etkileserek kuenglesmeye neden olmaktadir. Bu igslem titrasyon
seklinde yapilirsa faydali bilgiler saglamaktadir. Parallax analizleri sonucu, BODIPY
molekiiliiniin lipit tabakasindaki yerleri su sekilde izah edilmistir. BODIPY molekiilii
lipit yapmin dip ve bas kisminda bulunan polar bas gruplarina ya da iki hidrokarbon
zincirine tutuldugu zaman, iki prob popiilasyonu goriiliir. Birinci durumda BODIPY
molekiilii yilizeyde toplanirken ikinci durumda lipit tabakasinin ortasinda yani ig
kisimlarinda toplanir. Yapilan analizler sonucunda bu molekiiliin lipit tabakasinin i¢ine
gomiilii oldugu ve yag asidi zincirlerine bagli oldugu diisiintilmiistiir (Kaiser and
London 1998).
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Bu ¢alismada fosfolipit lipozomlarda model mebranlarla merosiyanin 540 (MC540)
molekiiliiniin etkilesimi {izerine, negatif yiiklii lipitlerin etkisi incelenmistir. Floresans
boyar bilesigi olan MC540 molekiilii 16semi hiicreleri, lanfoit dokudan olusan habis
timorlii hiicreleri ve patolojik viriislerin etrafin1 ¢evirmede harika bir fotosensitizerdir.
Calismada kullanilan lipozomlar, nétral dimistol lesitin (DMPC) ve negatif yiikli
dimistol fosfodik asit (DMPA) karisimindan elde edilmistir. Yapilan ¢alismada DMPA
lipit miktarin1 arttirarak bir titrasyona tabi tutulmus ve bu sistemlerin absorpsiyon
spektrumlar1 alinmistir. Sonuglarda, mebran ile boyar molekiilii arasinda yiik varliginda
gicli bir baglanmanin oldugu bulunmustur. Lipozomlarda, boyar bilesiginin
anfinitesinin, sistemdeki DMPA miktarimin artigtyla azaldigi goriilmiistiir. Alinan
absorpsiyon spektrumunda, yiiklii lipit miktart artirildiginda 546 nm ve 595 nm’de iki
tane izobestik noktanin meydana geldigi gorilmistir. MC540 molekiiliiniin
absorpsiyon spektrumunda meydana gelen degisikliklere, MC540 molekiiliiniin yiikli
mebranlardaki anfinitesinin azalmasinin sebep oldugu ve anfinitedeki bu azalmaya da
hipsokromik solvatakromik bir kayma ve mebranla birlesen MC540 molekiiliiniin
monomer/dimer dengesindeki degisimlerin neden oldugu belirlenmistir. Yine bu
calismadaki sonuglar, negatif yiikiin varliginda, MC540 molekiilii ile lipozomlar
arasindaki elektrostatik itmeler meydana gelmekte ve bundan dolay1 MC540
molekiiliiniin, mebranin hidrofobik merkezine giremedigi Onerilmistir. Ayrica negatif
yik varliginin, lipozoma bagli MC540 molekiiliniin monomer formunu azalttig

Onerilmistir (Mateasik et al. 2002).

Biyolojik olarak o6nemli bazi inorganik tuzlarin, merosiyanin 540 (MC540)
molekiiliiniin elektronik absorpsiyon ve floresans spektrumuna etkisi 25°C’de su
ortaminda incelenmistir. Calismada kullanilan inorganik tuzlar NaCI, Nal, NaBr, KCI,
MgCl,, MgSO, ve CaCl, diir. MC540 molekiilii anyonik bir floresans boyar bilesigi
olup degisik hiicre mebranlarini isaretlemede potansiyometrik biyolojik bir probgibi
kullanilmaktadir. Ayrica bu molekiiliin fototoksisitesinden dolayr degisik kanser
hiicrelerinin ~ fotodinamik tedavisinde kullanilmaktadir. Calismalarda, MC540
molekiiliiniin ve dogal tuzlarin konsantrasyonlarina bagli olarak 515 nm’de yeni bir

absorpsiyon bandi goriilmiistiir. Bu bant yaklasik olarak kritik tuz konsantrasyonunda
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goriilmiis ve tuz ile MC540 molekiilleri arasinda bir agregasyon olusumu sonucundan
meydana geldigi belirtilmistir. Bu tuzlarin birkagiyla MC540 molekiiliiniin floresans
kuenglesmeye maruz kaldigi goriilmistiir. MC540 molekiilii, bu tuzlardan katyonik
yiiklii olanlar1 ile nétral iyonlar (monokovalent (K*,Na") iyonlar anlaminda) lineer
olmayan Stern-Volmer davraniglart sergilemistir. Degisik statik ve dinamik kuenglesme
mekanizmalariin, bu lineer olmayan davranisa katkist oldugu belirtilmistir. Buna
karsin iki degerlikli alkali toprak iyonlarinda (Mg?*, Ca®") ise lineer bir Stern-Volmer
egrisi elde edilmistir. Bu sonuglar kullanilarak, analitik kuengoflorometrik
(quenchofluorometric) yaklasimlar i¢in, bu tuzlar arasinda magnezyum iyonunun uygun

oldugu onerilmistir (Adenier and Aaron 2002).

Bir polien makrolit antibiyotik olan amfoterisinB (AmB) molekiilii, mantar
enfeksiyonlarmin sistematik tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak bu molekiiliin toksin
ozellige sahip oldugu bilinmektedir. Bundan dolayr bir kapsiil i¢ine yerlestirilip
istenilen bolgede tedavi olusturmasi diisiiniilmiis ve bdylece toksikoloji olarak diger
bolgeler korunmak istenmistir. Bu ¢alismada lipozomlar polietilen glikol (PEG) ile
kaplanmis ve icine AmB molekiilii konulmus ve bdylece korunakli bir kapsiil sistemi
olusturulmustur. Daha sonra bu molekiiliin, lipozomlardaki yeri ve durumu
incelenilmistir. Calisilan ortamdaki lipozomlar iki sekilde hazirlanmistir. Birinci tiir
lipozomlar, dipalmitolfosfaditil kolin (DPPC) ile hazirlanmis ve PEG molekiilleriyle
sartlmustir. Ikincisi kolesterol (CH) ve bir baska lipit olan diesterol-N-(monometoksi-
poli(etilen glikol) fosfatidil etanolaminle (DSPE-PEG seklinde, ortalama PEG zincirinin
molekiil agirligi 2000°dir) lipozomlar, %9’luk siikroz ¢ozeltisinde hidratasyon ve
ekstraksiyon yontemiyle hazirlanmistir. Lipozom igindeki AmB molekiiliiniin miktari,
DSPE-PEG sisteminde artarken ortama kolesterol eklenmesiyle azalmistir. AmB
molekiiliiniin lipozomlardaki yeri ve durumu, PEG/dekstran iki faz oraniyla (potasyum
sizma Ol¢iimlerinden), floresans kuenglesme ozelligi ve sirkular dikrozim (CD)
spektroskopisiyle incelenmistir. Sonuglarda AmB molekiiliiniin  PEG-lipozom
sisteminde iki tip yeri oldugu goriilmiistiir. Onlardan birincisi mebran yiizeyinde DSPE-
PEG ile AmB molekiiliiniin kompleks halde bulundugu, buna karsin diger yerde

lipozomal mebranin hidrofobik merkezinde oldugu bulunmustur. PEG lipozomlarinda
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AmB molekiilii hem agregat (kiimelenme) hem de monomerik formda oldugu tespit

edilmistir (Moribe et al. 1999).

Floresin, proteinler gibi biyolojik sistemleri karakterize etmek i¢in floresans
etiketlemelerde en ¢ok kullanilan molekiillerdendir. Ayrica floresin molekiilii floresans
mikroskopisinde de kullanilmaktadir. Floresin molekiilii bazi proteinlerin miktar tayin
dlgiimleri iginde kullanilabilir. Ornegin; floresinle etiketlenmis proteinlerin floresans
ozelligi, triptofan gibi bir amino asitin varligindan etkilenebilmektedir. Ancak detayli
bir sekilde ¢ok 0zel prosesleri agiklamada nicel bilgilerde eksiklik vardir. Bu eksiklik
floresinle etiketlenmis proteinin, fotofizigini nicel bir sekilde tahmin etmekteki
zorluktur. Bu calismada, farkli asidik ve bazik sartlarda ve degisik triptofan tiirevi
konsantrasyonlarinin bulundugutampon c¢ozeltilerde, floresin molekiiliiniin floresans
Ozellikleri c¢alisilmis ve floresans uyarilma Ol¢limleriyle birlestirilen, durgun hal
absorpsiyon ve floresans spektroskopi tekniklerinden faydalanilmistir. Deney
sonuglarinda, floresin ve triptofan tlirevleri arasinda statik ve dinamik kuen¢lesme
varligr goriilmistiir. Statik kuenglesmede olusan karanlik kompleksin birlesme sabiti,
calisilan tiim pH’ degerlerinde diisiik bulunmustur (5,0-24,1 I\/I'l). Diisiik pH larda statik
kuenglesmeye, Perrin model (sphere-of-aciton (SOA)) mekanizmasinin neden oldugu
onerilmistir. SOA statik kuenglesme mekanizmasinda, proton transfer olasiligi
olabilecegi tartistlmistir. Bunun sebebi olarak da floresin molekiiliiniin farkli
prototropik tiirlerde bulunmasi gosterilmistir. Dinamik kuenclesme prosesleri icin,
bimolekiiler oran sabiti, Debye-Smoluchowski diflizyon oran sabitine yakin
bulunmustur (2,5-5,3x10° M's™). Reaksiyon mekanizmalarinin kontroliinii saglamada,
florofor ve kuencirin yiikiinii ve potansiyelini azaltarak, foton azaltici (photoinduce)
elektron transfer proseslerine basvurulmustur. Kompleks tesadiificarpigsmalariyla,
triptofan tiirevleri ile floresin molekiilii arasindaki floresans kuenglesmesi igin elektron
transfer oran sabiti (2,3-6,7x10%™) ve elektronik baglanma degerleri (5,7-25,1cm™)

hesaplanmistir (Togashi et al. 2009).
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Katyonik bir fenazonyum tuzu olan, fenosafraninle (PSF) anyonik lipozomal
tabakalariyla olan etkilesimleri, durgun-hal ve zamana bagli floresans ve floresans
anizotropi calismalariyla incelenmistir. Anyonik lipozom tabakalari, dimitirol-L-a-
fosfatidilgliserin (DMPGQG) lipitleri ile yapilmistir. Lipozom ortaminda PSF molekiiliiniin
floresans spektrumlarinda hipsokromik bir kayma ve floresan kuantum veriminde ise bir
azalma meydana geldigi goriilmiistir. Spektrumlarin maviye kaymasi, kesecik
yapilarinin i¢ kisminin su ortamiyla kiyaslandigi zaman daha diisiik polariteye sahip
olmasiyla aciklanmistir. Floresans ve floresans kuenglesme calismalarina ek olarak
ortamin mikro polaritesi belirlenerek katyonikfloroforun, anyonik DMPG mebranina
baglandigi kanitlanmistir. Katyonik florofor ile anyonik mebran arasindaki elektrostatik
etkilesmelerin arkasindaki tiim detaylar bu makalede tartisilmistir. Bu sonuclar
floresans probu olarak kullanilan PSF yada benzeri molekiillerin dogal mebran
ortamindaki yonlenmeleri ve heteroloji hakkinda mebran analizleri i¢in faydali bilgiler
saglamistir (Bose et al. 2010).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda, Merck firmasindan Floresin, Fluka firmasindan Merosiyanin
540, Sigma firmasindan fosfatidil kolin (L-egg lecithin phosphatidylcholine), kolesterol
(Cholesterol) ve fosfat tamponu temin edilmistir. Bu ¢alismadaki kimyasallar

saflastirma yapilmaksizin kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Deneysel caligmalar esnasinda kullanilacak aletler agagida verilmistir.

Spektroflorofotometre :

Durgun Hal : Shimadzu RF-5301 PC Spectrofluorophotometer
Zamana Bagli : LaserStrobe Model TM-3 Lifetime Fluorometer (Photon
Technology International (PTI)

Spektrofotometre : Perkin Elmer Spektrofotometre (Lambda 35 model)
Gegisli Elektron

Mikroskobu (TEM)  :JEOL JEM-1200 EX(80 KeV)

Sonikatér Cihazi : Bandelin Sonopuls

Sogutucu Cihazi : Julabo

Santrufuj Cihaz1 : Biosan

Deiyonize Su Aritma

Cihazi : Human Power Corporation
Saf Su Cihazi : GFL 2002
Otomatik pipetler  : Socorex

Mikro Siringa : Hamilton Micro-syringe
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3.3 Numunelerin Hazirlanmasi

3.3.1 Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilacak,floresin (FL) ve merosiyanin 540 (MC540) bilesiklerinin
oncelikle stok ¢oOzeltileri hazirlandi. Bu amagla FL ve MC540’in 1,0 mM stok
cozeltileri etanol/kloroform (V/V ve 3/1) karisiminda olusturuldu. Ayrica kolesterol
bilesiginin 0,1 M’lik stok ¢ozeltisi ve kuantum verimi hesaplamalarinda referans olarak
kullanmak i¢in floresin molekiiliiniin0,1 N NaOH ¢6zeltisinde hazirlandi. Hazirlanan bu

stok ¢ozeltilerden seyreltme yontemi kullanilarak gerekli konsantrasyon degerleri elde

edildi.

3.3.2 Lipozom ve Kesecik Hazirlama

Istenilen 6zellikte lipozomlarin hazirlanabilecegini daha dnce sayfa 20°de bahsetmistik.
Lipozomlar1 boyut ve yapilarina gore cesitli hazirlama yontemleri vardir. Bu
yontemlerden bazilar1 sunlardir: Cok tabakali lipozomlari lipithidratasyon ve kiirecik
¢ozlici yontemiyle, kiigiik tek tabakali kesecikleri sonikasyon ve basing hiicre
metoduyla, biiyiik tek tabakali kesecikler ise ¢oOziicii enjeksiyon metoduyla
hazirlanabilmektedir. Bu metotlar lipozom hazirlamak i¢in en ¢ok kullanilan
yontemlerdir. Asagidaki yontemleri kullanarak lipozom ve kesecik sistemlerini

hazirladaik

3.3.2.a Lipit Hidratasyon Metodu

Cok tabakali lipozomlari hazirlamada en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu ydntemde
istenilen konsantrasyondalipit mikro pipet yardimiyla silifli erlene alinir ve iizerine
organik ¢oziicii (kloroform) veya c¢oziiciiler eklenerek lipit duvarlarinin olusmasi

saglanir. Lipit duvarlar1 olustuktan sonra sistemdeki organik c¢dziiciiler evaporator
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yardimiyla uzaklastirilir. Burada dikkat edilmesi gereken husus ortamda apolar
¢ozliciinin kesinlikle bulunmamasidir. Bunun igin inert bir gazdan 3-5 dakika
gecirilerek ¢oziicliniin tamamen uzaklastirildiginda emin olunur. Sonugta erlenin altinda
kuru ve ince bir lipit soliisyonu olusur. Bu ince tabakanin hidratasyonu ig¢in ortama
tampon ¢ozelti eklenir ve bir siireligine vortekslenir. Hidratasyon adiminda ortamin
sicakligt jel-kristal gegis sicakligina yakin ya da lizerinde olmalidir. Lipozomlarin igine

yerlestirilecek bilesikler hem tampon hem de organik ¢6zelti eklenirken koyulabilir.

3.3.2.b Sonikasyon Yontemi

Bu yontemde de kiigiik tek tabakali kesecik sistemleri olusturulmaktadir. Kesecik
hazirlamada en Onemli parametrelerden biri jel-kristal gegis sicakligi degeridir. Bu
kullanilan lipit tiirline bagli olarak degisir. Alinmas1 gereken lipitmiktar1 hesaplanarak
sisesinden enjektor yardimiyla cekilir ve santrifiij tiipline aktarilir. Tiipe alinan lipit
organik bir ¢oziiciide ¢oziiliir ve kesecik duvarlarinin olusmasi saglanir. Daha sonra
¢oziicli azot gaziyla ugurulur, tampon ¢ozelti eklenerek sonikatérde belli bir siire puls
gonderilir bu esnada homojenligi saglamak i¢in ¢ozeltiye inert bir gaz devamli verilir.
Bu sekilde lipit molekiilleri bir araya gelerek kiiresel bir yapit olan kesecikleri
olustururlar. Daha sonra bu ¢ozelti santrifiijlenerek sonikatoriin mikro ucundan gelen
metal parcaciklari ortamdan uzaklastirilir. Anlatilan lipozom hazirlama yontemleri Sekil

3.1’de sematik olarak gosterilmistir (Yalgin 2011).
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Tampon

Lipit Cézelti
Fkleme Fll
Coziicii ele T
Ucwma
Orgamk Lipit
Cozicii Duvarlan

Hidrasyon
(Calkalama

Sonikasyon OO 8
D
P 0 o

Biiyiik C'ok Tabakah Lipozomlar Kiiciik Tek Tabakah Kesecikler

Sekil 3.1Lipozom ¢ozeltisihazirlama yontemleri

3.4. Spektroskopi Teknikleri

3.4.1. UV-Vis Absorpsiyon Spektroskopisi

Monokromatik vel, siddetindeki bir 151k demeti, kalinlig1 b cm olan bir kiivette bulunan
cozeltideki herhangi bir molekiil tarafindan absorplandigi zaman siddeti azalir ve
kiivetil siddetinde terk eder. Isimanin siddetindeki bu azalmanin nedeni, 15181n bir kismi1
ornek kabinin g¢eperlerinde ortaya ¢ikan yansimalar veya ¢ozeltide bulunabilecek asil
taneciklerin yol acti1 sacilmalardir. Sadece molekiillerin o dalga boyundaki 15181

absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan azalma Beer-Lambertesitligi ile asagida verilmistir.
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log’7°= ebc=A 3.1

Bu denklemde, A; absorbans, I,; numune iizerine gelen 15181n siddeti,/; numuneyi terk
eden 15181 siddeti, £; molar absorptivite katsayisi (L/mol.cm), b; numune kabinin
kalinlig1t (cm), c; ise konsantrasyon (mol/L)’dur.Ailec arasinda bu basit dogrusal
iliskiden analitik uygulamalarda yararlanilmaktadir. Absorpsiyonun logaritmik tersine

gegirgenlik (T) denilmektedir.

Maddenin 1$181 absorplamasini incelemek i¢in kullanilan cihaza absorpsiyon
spektrometresi  veya  absorpsiyon  spektrofotometresi  denilmektedir.  Bir
spektrofotometre diizenegi Sekil 3.2°de goriilmektedir ve genel olarak 1s1ik kaynagi,
dalga boyu se¢ici, detektorden olusur(Skoog et al. 1992).

Dalga -
Isik Kaynagn |—| Boyu »| Ornek Kabi}—» e | Smyal
Secicl Dedektor "l Islemeal

Sekil 3.2. Bir spektrofotometrenin sematik gosterimi

Detektorlerde optik sinyaller elektrik sinyaline ¢evrilip, bir kaydedici veya bir
galvanometre ile dl¢iilmektedir. Isik kaynagi olarak UV ve goriiniir bolgede 1s1ma yapan
tungsten (320-3000 nm), hidrojen veya doteryum(180-380 nm) ve ksenon (150-700 nm)
lambalar gibi siirekli 151k kaynaklar1 kullanilir. Bu tez ¢aligmasinda kullandigimiz 200-
1100 nm dalga boyu araligimna sahip Perkin-Elmer firmasma ait Lambda 35 model

spektrofotometredir.
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3.4.2. Floresans Spektroskopisi

Spektroflorometri bir atom ya da molekiile ait elektronun yiiksek (uyarilmis) enerji
seviyesinden daha diisiik bir enerji seviyesine gegerken, 1s1 olusturmadan gergeklestigi
1simanin  (emisyonun) degerlendirilmesine dayali bir analitik Ol¢iim yoOntemidir.
Duyarlilik, segcicilik ve tek bir rnekteki birden fazla floresans yapan madde miktarinin
belirlenmesine olanak saglamasi acisindan spektrofotometriden daha {istlin bir analitik
yontemdir. Spektroflorometri cihazlarinda emisyon monokromatorii, 1s1k kaynagi ile dik
acili olmalidir. Deneysel ¢alismalarimizda Shimadzu firmasina ait (model RF-5301 PC
Spectrofluorophotometer) duragan hal emisyon ve eksetasyon Ol¢limlerinin
yapilabildigi spektroflorofotometre kullanilmigtir. Cihazin 151k kaynagi ksenon
lambadir. Bu tiir lambalar 250 nm den daha biiyiik dalga boylarinin hepsinde, yiiksek

siddete sahip olmalarindan dolay1 kullanilmaktadir.

3.4.3. Floresans Omiirlerin Belirlenmesi

Bir floresans molekiiliinii, temel hale donmeden Once uyarilmis enerji seviyesinde
ortalama kalma siiresinefloresans yasam omrii denilmektedir. Bir molekiiliin floresans
yagsam Omrii ortalama 0,2-50 ns araligindadir. Floresans uyarilma omrii molekiiliin
bulundugu cevreyle olan etkilesimleri hakkinda énemli bilgiler vermektedir. Ornegin
floroforunkuencgirla ¢arpisma sikligi, enerji transfer hizi ve wuyarilmis hal
reaksiyonlarinin hizi hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Bu yiizden belirlenmesi gereken
fotofiziksel bir parametredir. Ayrica floresans anizotropi O6lgiimlerinden rotasyonel
korelasyon zamani hesaplanmak isteniyorsa, floresans Omriiniin  bilinmesi
gerekmektedir. Floresans yasam Omiirlerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan
iki metot vardir. Bunlar puls ve faz-modiilasyon teknikleridir. Bu teknikler isleyis
bakimindan bazi farkliliklarasahiptirler. Puls metodunda 6rnek, bir puls ile uyarilir ve
floresans siddetindeki durulma zamana baglh 6l¢iiliir. Faz-modiilasyon tekniginde ise
ornek sinusoidal olarak modiile edilmis 151k ile uyarilir. Emisyon uyarici sinusoidal

1s18a kiyasla faz kaymasi ve demodulasyonu dikkate alinarak émiir hesaplamasi yapilir.
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Bu tez calismasinda floresans yasam Omiirleri puls azot lazer ihtiva eden ve
stroboskopik detektor sistemiyle ¢alisan Time Master Laser sistemiyle lglilmiistiir. Bu
sistemin puls genisligi yaklasik 800 ps olup, puls oranmi saniyede 20’ye kadardir. Bu
sistemde uyarict 151k kaynagi olarak azot lazer’i kullanilmakta olup, boyar madde
lazerlerle uyarici 15181 dalga boyu ayarlanabilmektedir. Time Master Laser sisteminin

calisma prensibi Sekil 3.3’deki gibi sematize edilebilir

’ B LASER - -]
_y fmmm -
Flag - - I
Lamba I
. Monokromatir ~ * *
Monokromatir
Dedektir
Puls Jeneratirii . Geciken Data Jeneratirii Puls Jeneratérii
Ana Saat
Bilgisayar Bektometre
ve Filitre —

Sekil 3.3. Puls tekniginin sematik gosterimi

Stroboskopik detektoriin kullanildigr bu teknigin ¢alisma prensibi; ilk olarak numune
flag lambasi ya da (azot gazi kaynakli) lazerden gelen puls ile uyarilir. Puls seklindeki
elektromanyetik radyasyon numuneye gonderilir. Gonderilen pulslar puls jeneratorii
tarafindan {retilir. Bu sistemde bilgisayar kontrollii detektorler, pulsun numune ile
etkilesmesinden sonra gecen siireyi Olcer. Flag veya lazerin eszamanliligi ¢ok onemli
olup bu islem ana saat (master clock) veya zamanlayici tarafindan kontrol edilir. Bu
sistemde detektorlerin verileri kaydetmesi, hareketli bir pencere yardimiyla olup
zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Sekil 3.4’dedetektorlerin veri kaydetme

islemi temsili olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.4.Detektoriin veri kaydetmesinin sematik gosterimi

3.4.4. Gegisli Elektron Mikroskobu (TEM)

Elektron mikroskoplari, yiiksek ¢oziiniirliik gii¢leriyle 151k mikroskoplarina oranla ¢ok
ince detaylara ulagmayi saglarlar. Baglica kullanilan iki tane elektron mikroskobu
vardir. Bunlar taramali elektron mikroskobu(SEM) ve gegisli elektron mikroskobudur
(TEM). Bizim c¢aligmamizda kullandigimiz TEM (80 KeV JEOL JEM-1200 EX
elektron mikroskobu)cihazidir. Ancak gecisli elektron mikroskobunda, elektron
demetigoriintiilenecek malzemenin iginden gegirildiginden, incelenecek malzemeninde
cok ince olmasi gerekir. Bu yiizden SEM daha avantajlidir. Ayrica SEM cihazi ii¢

boyutlu goriintii verebilmektedir.

Elektron demetininincelenen ornegin iginden gegerek goriintii olusturdugu gegisli
elektron mikroskoplarinda baslica ii¢ ana boliimden olusmaktadir. Bunlar; elektron
demetini iireten ve Ornege odaklayan boliim, goriintiiyli olusturan boliim, goriintii

izleme bolimiidiir.
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Elektron demetini olusturan kisim elektron tabancasi olarak adlandirilir.Elektronlar
icinden akim gecirilen tungsten telden yani bir katottan salinir.Katota gore arti
potansiyelde tutulan disk bi¢iminde bir elektron olan anota dogru hizlandirilir.
Elektronlar anottaki delikten bir demet bigiminde gegerler. Bu elektron demeti bir yada
iki elektromagnetik lensten olusan yogunlastiric1 tarafindan ornek tizerine odaklanir.
Elektronlarin enerjileri orta gerilim halinde 60-150 KeV araliginda, yiiksek gerilim
halinde ise 200 KeV-3MeV araligindadir. Elektron demeti bir bakir 1zgara iizerine
yerlesmis olan Ornekten gegerek 1-5mm odak uzakligina sahip objektif mercegi
araciligiyla ilk etapta 6rnegin 20-200 kez biiyiitiilmiis gercek goriintiisiinii olusturur. Bu
goriintii ikinci etapta projektdr mercegi denilenbir yada iki mercek tarafindan dahada
biiyiiltiiliir. Sonu¢ olarak 1000-50000 kez biiyiitiilmiis bir elektron goriintiisii elde
edilir.Bu goriintliyli insan goziiniin algilayabilecegi bicime doniistiirmek amaciyla
floresan bir ekran iizerine yonlendirilir.Elektron goriintiisii direkt olarak film
lizerinediigiiriilerek goriintiniin fotografida elde edilebilir. Bu sayede fotografik bir
biiylime yontemi kullanilarak goriintiiniin dahada biiyiitiilmesi saglanabilir. Floresan
ekranda olusan goriintii de optik bir mikroskopla yaklasik 10 kat biiyiitiilerek izlenebilir.
Mikroskobun elektron tabancasindan ekran yada filme kadar tiim bdliimlerinin
elektronlarmin serbestge yol almalarimi saglamak tizere, vakumlu bir sistem iginde
bulundurulmasi gerekir. Ornek kalinligi, yogunluga, maddesel bilesime ve ¢dziiniirliige
bagli olarak 100 KeV enerjili elektronlar i¢in 5 nm-0,5 pm arasindadir. TEM kolonunun

genel caligma sistemi Sekil 3.5’te gosterilmistir (Novotny 2007).
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Gecish Flektron Mikroskobu Kolonu

Tungsten Tel
(Katot) Flektron

/ Anot Tabancas:
Manyetik
E 1 . . / ey Y
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— —— Projektor Lens

Fliloresan Ekran
Uzerindeki Son
Gorinti

_—
Film Uzerine

|@ I! Diisiriilen
Fotografik Gortintii

Sekil 3.5. Gegisli elektron mikroskobu kolonu ¢alisma prensibi

3.5. Kuantum Veriminin Hesaplanmasi

Kuantum verimleri Parker-Rees metoduyla belirlenmistir. Bu metodun en o6nemli
ozelligi bir standart bilesige ihtiya¢ duyulmasidir. Standart bilesik fotofiziksel 6zelligi
iyi belirlenmis floresans bilesiktir. Uygun referans veya standart bilesikler literatiirde

verilmistir. Parker-Rees denklemi,
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D5\ [ns\% (1-10~OPR
Ps = P (E) (n_r) (1—10-0’35) 3.2
seklinde ifade edilir (Acemioglu et al 2001, Arik et al 2005).

Burada®, ve @y sirasiyla, numune ve referansin kuantum verimi;Dsve Dy , sirasiyla
numune ve referansin diizeltilmis floresans spektrumu altindaki alanlari; ng ve
ng sirastyla numune ve referansin ¢dziiclisliniin kirilma indisi; ODg ve ODyg , sirasiyla

numune ve referansin uyarilma dalga boyunda 6l¢iilen optik yogunlugudur.
3.6. Floresans Anizotropi

Floresans anizotropi kendi aralarinda herhangi bir faz iliskisi olmayan Ox, Oy ve Oz ile
tammlanan {i¢ dik eksende polarize olmus 15180 bir sonucudur.l,,I, ve I, her bir
cksendeki floresans siddet olmak flizere toplam siddet I = I, + I, + I, seklinde

tanimlanir. Bir probun anizotropisi (r) polarize tiiriin floresans siddetinin toplam

floresans siddetine oran1 seklinde tanimlanir ve asagidaki denklemle ifade edilir.

r= (I1z-1y)
(Ie+ly+1,)

Gelen 151n diizleme dik polarize ise, dik eksen olan Oz, floresans siddeti i¢in simetri

eksen olacaktir. Bu nedenle I,.= I, olacaktir. Dik eksen olan z’den gelen floresans siddet
I, uyarma 1gin1yla paralel oldugundan I seklinde gosterilebilir. Ayn1 yaklagimla I,= I,,

=1, seklinde yazilabilir. Buna gore anizotropi ifadesi asagidaki sekliyle gosterilebilir.

_ (1)
r = (1””+Tl) 3.4
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Bu denklemde I, ve I;, numune z ekseninde polarize 1s1k ile uyariliyorsa, dik (||) ve
yatay ( L ) polarize olmus floresans siddetlerini temsil etmektedir. Anizotropi
Olctimlerinde cihaz hassasiyeti yliksek olmalidir. Uyarilma monokromatorii 15181 kismi
olarak polarize eder. Bunun sonucunda gelen 151k dik (V) ve yatay (H) olarak farkl
siddetlerde yonlenir. Emisyon monokromatdrii de V ve H olarak polarize 15181 farkli
siddetlerde gegirecektir. Bu nedenle olgiilen siddet I;, yerine Iy, ve I, yerine de Iyy
ifadelerinin kullanilmasi daha dogru olacaktir. Burada I, diizleme dik polarize uyarilma
sonucu yine diizleme dik polarize emisyonun siddetini temsil etmektedir. Ayn1 sekilde
Iyydiizleme dik polarize uyarilma sonucu yatay polarize emisyonun siddetini simgeler.
Anizotropi veya polarizasyon g¢aligsmalarinda detektor sistemlerinin de farkli polarize
emisyon siddetlerine farkli cevap vermesinden dolay1 bir diizeltme faktorii olan G’nin

dikkate alinmas1 gerekir. Burada G;

G="1 3.5

Ign

seklinde ifade edilir. Gortildiigli gibi bu faktdr yatay polarize uyarilma ile kolaylikla
hesaplanabilir. lny yukarida ifade edildigi gibi yatay polarize uyarilma sonucu dik
polarize emisyonun siddetini temsil etmektedir. Diizeltme faktorii de dikkate alinarak

anizotropi ifadesi asagidaki gibi yazilabilir.

Iyy—Glyy
— |44 |4 3.6
Iyy+2Glyy

Bu denklemle polarizerler yardimiyla z ekseni polarize uyarilma sonucu elde edilecek
yatay ve dik emisyonlarin siddetleri G faktorii de dikkate alinarak Olciildiikten sonra

anizotropi degeri elde edilir.
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3.10. Rotasyonel Difiizyon ve Mikroviskozite

FL bilesiginin ¢aligilacak sistemlerle nasil etkilestigi ve serbestlik derecesinin dl¢iimiine
dayanan rotasyonel durulma zamani ve mikroviskozite, Perrin esitligi esas alinarak

belirlenebilir. Bu esitlik;

=1+-2 3.7

Trot

seklindedir. Denklemde r anizotropi, r, limit anizotropisi olup, difiizyon prosesinin
olmadig1 andaki anizotropi degerini temsil eder. 7, floresans Omiir, 7., ise rotasyonel

diftizyon zamanin1 ifade etmektedir (Lakowich 2002).

Rotasyonel durulma zamanmi yukaridaki denklemden hesaplanabildigi gibi Debye-
Stokes-Einstein (DSE) esitligi olarak bilinen denklemle de hesaplanabilir (Lakowich
2002).

__ MVhya
Trot = 77 3.8

Denklemde 7, ¢dzeltinin viskozitesi; Vp,qhidrodinamik hacim; k; Boltzmann sabiti ve T

ise sicakligi ifade etmektedir. Bu denklem mikroviskozitenin hesaplanmasi i¢in Perrin

esitliginde yerine yazilirsa;

-1+

r NmikVhyd

kTtf 39

seklinde olacaktir. Mikroviskozite bir probun lokal ¢evresinin viskozitesinin ne oldugu
hakkinda fikir veren bir niceliktir. Bu yoniiyle bulk viskozitesinden farkli anlam tasir.
Cogunlukla bir probun misel veya hiicre zar1 gibi sistemlerle etkilestiginde,

etkilesmenin gerceklestigi kismin viskozitesinitanimlar (Valuer 2001).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

MC540 molekiiliiniin optik 06zellikleri ortamin sicaklik, polarite ve viskozite
degisimlerinden etkilenmektedir. MC540’in  bilinen absorpsiyon ve floresans
Ozelliklerinin yan1 sira, fosfolipidlerle etkilesim sekline gore absorpsiyon ve emisyon
spektrumlarinda da kaymalar gozlenmektedir. MC540 molekiiliiniin bu 6zelliginden

faydalanarak lipozom sistemi olusturulup olusturulmadig: karakterize edilmistir.

4.1. Lipozom ve Kesecik Cozeltileri Karekterizasyonu

[k olarak kullanilacak floroforlarin 1,0 mM’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra
kullanilacak lipozom ortami olusturuldu. Bunun i¢in lipit ¢ozeltisinde belirli miktarda
lipit(L-o. phosphatidylcholine (PC)) alinarak hidratasyon yontemine goére lipozom
yapilart olusturuldu. Tampon c¢ozeltisiolarak fosfat tamponu(pH=7.4) kullanild:.
Mekanik calkalama islemi ultrasonik karistiricida iki saat boyunca gerceklestirildi.
Olusturulan lipozom yapisini karakterize etmek igin floresans spektroskopisinden

faydalanildi.

Lipozom ¢ozeltisine akseptormolekiilii olan MC 540’1n konsantrasyonu 1,0 uM olacak
sekilde eklendi ve 10-15 dakika beklenerek tam olarak ¢éziinmesi saglandi. Ayrica bu
molekiiliin sudaki ¢ozeltisi spektrumlar1 kiyaslamak amaciyla hazirlandi. Daha sonra
olusturulan sistemin lipozom ortami olup olmadigi spektroskopik olarak karakterize
edilmeye calisildi. Bunun i¢in literatiirdeki MC 540 molekiiliine ait PC lipozomlarinda
almmis floresans spektrumu kullanildi. Artan lipozom ortaminda alinmis MC540

molekiiliiniin absorbans ve floresans spektrumlart Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. MC 540 molekiilii i¢in artan lipozomkonsantrasyonundaalinmis absorpsiyon

(@) ve floresans spektrumlari (b)
*Uyarilma dalga boyu (Aey) 530 nm’dir

MC 540 molekiiliiniin floresans 6l¢iimiinde uyarma dalga boyu 530 nm olarak
belirlenmistir. Elde edilen spektrumun suya gore bir kiyaslamasi yapildiginda, ilk olarak
bu molekiiliin 565 nm’deemisyon piki verdigi, diisiik lipozom konsantrasyonlarinda
dimerleserekfloresans  siddetinin  azaldigi  goriilmiistiir.  Yiiksek  lipozom
konsantrasyonlarina dogru gidildik¢e dimer yapi formunun monomere dondiigi ve
boylece emisyon siddetinin arttig1 goriilmektedir. Monomer formunun ise 580 nm’de
pik verdigi goriilmektedir (Verkman 1987). Bu spektrumun litaratiirdeki verilerle
uyustugu belirlenmistir. MC 540 molekiiliiniin cesitli kesecik konsantrasyonlarinda

alinmis absorpsiyon spektrumu Sekil 4.2°de verilmistir.



60

0,25 - N
MY
Su 1

— = Tampon !

0,20 - - - -20uM AN
— 80uM ! \
- - -130uM !

0,15

Absorbans

0,10 <

0,05 <

0,00 000
L] L] L] L]
400 450 500 550 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2. MC 540 molekiiliiniin su, tampon ¢ozelti (pH=7,4) ve artan kesecik
konsantrasyonlaindaalinmis absorpsiyon spektrumlari

MC 540 molekiiliiniin su icerisinde 500 ve 534 nm’de iki absorbans maksimumu
gozlemlenmistir. Tampon ¢ozeltide (pH=7,4) spektrumda fazla bir degisiklik olmamis
hemen hemen ayn1 bolgelerde absorbans maksimumlari gozlemlenmistir. Artan kesecik
konsantrasyonuyla daha fazla MC 540 molekiilii ylizeye tutulmasiyla absorbans siddeti
artmistir. Bu spektrumda MC 540’1 uzun dalga boylu boélgeye monomerin katkisi
varken kisa dalga boylu bolgeye H—agregat tipi dimerin katkisinin oldugu bilinmektedir
(Sikirova and Cunderlikova 1996).

Floresin molekiiliiniin lipozom sistemindeki floresans spektrumu alindi. Ortama eklenen
lipozomlarin konsantrasyonu arttikca Floresin molekiiliiniin absorbans siddeti artmis ve
490 nm’de maksimum absorbansi gézlenmistir. Ancak bu artisinkonsantrasyonla dogru
orantili meydana gelmedigi daha yiiksek konsantrasyonlara ¢ikildiginda goriilmiistiir.
Floresin molekiiliiniin sudaki ¢oziiniirliigiiniin olduk¢a az oldugu bilinmektedir. Budan
dolayr floresin molekiiliiniin sudaki emisyon sidetinin oldukg¢a diisiiktiir. Floresin

molekiilii bazik ortamlarda ise ¢ozliniirliigii olduke¢a iyidir (Songet al. 2000). Floresin
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molekiiliiniin artan lipozom konsantrasyonunda alinmis floresans spektrumu Sekil

4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Floresin molekiiliiniin artan lipozom konsantrasyonlarinda alinmis floresans

spektrumlari
*Uyartlma dalga boyu (%e) 475 nm’dir

Floresin molekiiliiniin lipozom konsantrasyonu arttikga emisyon siddetinin arttigi ve
509 nm’de maksimum emisyon gosterdigi belirlenmistir. Floresin molekiilii i¢in uyarma
dalga boyu 475 nm olarak belirlenmistir. Lipozom konsantrasyonu arttikca emisyon

maksimumunun degismedigi gézlenmistir.

4.1.1. Kesecik Cozeltisi Karekterizasyonu

Lipozom formunun tam kiire sekli olan kesecik siStemini olusturmak igin sonikasyon
yontemi kullanilmigtir. Bu nedenle belirli miktarda lipit (L-o phosphatidylcholine (PC))
alinarak bir miktar kloroformda ¢6ziinmiis ve daha sonra kloroform evaparatorde
uzaklastirilmistir. Kloroformun tamamen uzaklagmasi i¢in azot gazindan gecirilmistir.
Kloroform tamamen uzaklastirildiktan sonra tampon ¢ozelti (5 mL fosfat tamponu,

pH=7.4) eklenerek, sonikatdre konulmustur. Homojenligin saglanmasi igin azot gazi
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verilerek iki saat siireyle bekletilmistir. Elde edilen ¢6zeltiyi karakterize etmek igin

alman TEM goriintiisii Sekil 4.4°de verilmistir.

Sekil 4.4. Kesecik ¢ozeltisi icin TEM gortintiileri

Elde edilen TEM goriintiilerinden kesecik gaplarmin yaklasik 50-300 nm arasinda
degistigi, bu degerlerin PC lipitleriyle hazirlanmis kesecik sistemlerinin boyutlariyla
uygunluk gosterdigi gozlenmistir (Knolet al. 1998;Ruysschaertet al. 2005). Bu
¢ozeltilerden istenilen boyutlarda kesecik elde etmek icin polikarbonat filtreler
kullanilmaktadir (Zhaoet al. 2005). Ancak ¢alismamizda bu yonteme bagvurulmamuistir.
Ciinkii  kesecik boyutunun etkileri caligmamiz kapsaminda yoktur. MC 540

molekiiliiniin kesecik ¢ozeltisindeki floresans spektrumu Sekil 4.5.’de verilmistir.
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Sekil 4.5. MC 540 molekiiliiniin su, tampon c¢ozelti (pH=7,4) ve artan kesecik

konsantrasyonlarinda alinmis floresans spektrumlari
*Uyarilma dalga boyu (Aey) 530 nm’dir

Su ve tampon ¢ozelti igerisinde MC 540 molekiiliiniin floresans maksimum degeri 564
nm iken kesecik ortaminda 581 nm olup floresans maksimumunun diisiik enerjili
bolgeye kaydig1 gozlenmistir. Kesecik konsantrasyonunun artmasina ragmen emisyon
maksimumunun degismedigi belirlenmistir. 1,0uM’likkonsantrasyona sahip floresin
molekiili i¢in kesecik ortaminda spektrum alinamamistir. FL molekiiliin floresans
spektrumu bu konsantrasyonda ve slit araliginda kesmistir. Bu yiizden daha diisiik
konsantrasyon olan 0,1 uM segilmis ve alinan floresans spektrumunun dalga boyunda
bir degisiklik gdzlenmemistir. Floresans maksimum degeri 509 nm olarak 6l¢iilmiistiir.
Emisyon siddetinin artmasi kesecik yapisinin lipozom yapisina gére daha stabil bir yap1

oldugunu gostermektedir.

Olusturulan sisteme kolesterol eklendigi zaman meydana gelen degisimler
incelenmistir. Bunun igin lipit konsantrasyonun belli oranlarda kolesterol eklenerek
hidratasyon yontemiyle lipozomtkolesterol karigimi olusturulmustur. 1,0 puM
konsantrasyonda MC 540 molekiiliiniin bu sistemde alinmis absorbans spektrumu Sekil

4.6°da verilmistir.
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Sekil 4.6. MC 540 molekiiliiniin degisen kolesterol miktarindaki absorpsiyon
spektrumlari

Lipozom ortamindaki MC 540 molekiilii i¢in absorbans maksimumu 567 nm iken,
ortama kolesterol eklendiginde absorbans maksimumu 1 nm kaymis ve 568 nm
olmustur. Bu kayma 6nemsenmeyecek kadar azdir. Bu molekiil i¢in alinan floresans

spektrumu Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. MC 540 molekiiliiniin degisen kolesterol miktarinda alinmis floresans

spektrumlari

*Uyarilma dalga boyu (Aex) 530 nm’dir

30 uM lipozom konsantrasyonunda alinan floresans spektrumunda, emisyon maksimum

degeri 578 nm iken eklenen kolesterol miktarina bagli olarak 1 nm kayarak 579 nm’de

emisyon gostermistir. Bu durum bilesimdeki degisikligin probun bélge segiciligini

etkilemedigini gostermektedir (Onganer 1993). Aymi sartlarda Floresin molekiilii i¢in

alinan absorpsiyon spektrumu Sekil 4.8.”de verilmistir.
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Sekil 4.8. Floresin molekiiliniin degisen kolesterol miktarindaki absorpsiyon
spektrumlari

Floresin molekiilii i¢in alinan spektrumda absorbans maksimumu tiim ortamlar i¢in 490
nm olarak tespit edilmistir. Bu molekiiliin yapay mebranda alinmis floresans spektrumu

Sekil 4.9.’da verilmistir.
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Sekil 4.9. Floresin molekiiliiniin degisen kolesterol miktarinda alinmis floresans

spektrumlari
*Uyarilma dalga boyu (Ze) 530 nm’dir
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Absorpsiyonda oldugu gibi degisen kolesterol miktarina bagli olarak floresin
molekiiliiniin floresans maksimumu degismemis ve 509 nm’de gorilmistiir. Ancak
floresans siddetinde bir azalma meydana gelmistir. Bunun sebebi olarak FL
molekiiliiniin ortamdaki farkli tiirlerden etkilenmesi olarak aciklanabilir. Lipozom ve
kesecik sistemleri olusturulup karakterize edildikten sonra bu molekiillerin ayn1 ortamda
etkilesimleri hakkinda bilgi edinmek i¢in sabit bir lipozom konsantrasyonu (150uM)

secilmistir.

4.2.FLve MC540 Molekiil Ciftinin Lipozom Cozeltisindeki Etkilesimi

150 uM’lik lipozom ortaminda FL molekiliiniin konsantrasyonu 1,0uM’da sabit
tutulup, MC 540’in konsantrasyonu artirtlarak numuneler olusturuldu. Sonucta elde
edilen floresans spektrumlarinda, FL molekiiliiniin floresans siddetinde bir azalma
olugu goriiliirken MC540 molekiiliiniin emisyon bolgesinde herhangi bir kayda deger
band goriilmemistir. Bu azalmanin gosterildigi floresans spektrumu Sekil 4.10° da

verilmigtir.
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Sekil 4.10. 150 uM’lik lipozom igeren sulu ¢ozelti ortaminda 1,0uM FL’in artan MC
540 konsantrasyonlarinda alinmis diizeltilmis floresans spektrumlari

*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:(1) OuM; (2) 3 pM; (3) 6 uM; (4) 12 uM (5) 20 uM; (6) 25uM;
(7) 35 uM; (8) 40 uM
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Spektrumdan da goriildiigii gibi, floresin molekiiliiniin floresans siddeti MC 540’1n
eklenmesiyle azalmis, yani MC 540’in konsantrasyon artisiyla FL molekiiliiniin
floresans siddetinin sondiigli goriilmiistiir. Sonug olarak bu molekiillerin birbirleriyle
etkilestikleri goriilmektedir. MC540 bilesiginin konsantrasyonunun arttirilmasiyla,
FL’in floresans siddetinde gozlenen bu azalma, tipik bir kuenglesme prosesi olarak
goriilmektedir. Bu nedenle 150 uM’lik lipozom igeren sulu ¢ozelti ortaminda FL igin
Denklem 1.4°te gore Stern-Volmer grafigi cizilip, grafikten Stern-Volmer hiz sabiti
(K,y,) belirlenebilir. 150 uM’lik lipozom igeren sulu ¢ézelti ortaminda FL ve MC540
bilesiklerinin degisik konsantrasyonlar i¢in ¢izilen Stern-Volmer grafigi Sekil 4.11°de

verilmigtir.
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Sekil 4.11. 150 pM’lik lipozom iceren sulu ¢dzelti ortaminda 1,0uM FL’in artan MC

540 konsantrasyonlarina kars1 ¢izilmis Stern- Volmer grafigi.

*(@)MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:3 uM; 6 uM; 12 uM; 20 uM; 25uM; 35 uM; 40 puM. (b) FL-
MC540 molekiil ¢ifti i¢in lineer Stern-Volmer grafigi MC 540 molekdiliiniin konsantrasyonu:3 pM; 6 pM;
12 uM; 20 uM; 25uM

Sekilden de goriildiigii gibi diisik MC540 konsantrasyonlarinda lineerlik varken
konsantrasyon artistyla lineerlikten pozitif bir sapma meydana gelmis, kuengir
konsantrasyonun artmasiyla bu sapma belirgin bir sekilde goriilmistir. Bu tiir

kuenclesme mekanizmalar1 statik Kuenglesme olarak tanmimlanmaktadir. Statik
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kuenglesme olaylarinda florofor (FL) ve kuencir (MC540) molekiilii birleserek karanlik
bir kompleks olustugu bilinmektedir. Ancak kuenglesme mekanizmasinin tiiriinii tam
olarak belirlemek igin sicaklik ¢alismasi ve floresans durulma dlgiimleri yapilmalidir.
Bunun i¢in sicaklik artisiyla elde edilen Stern-Volmer hiz sabitleri Cizelge 4.1°de

verilmistir. Alinan floresans durulma spektrumu Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. 150 uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL molekiiliiniin floresans

siddetindeki azalmanin zamana baglilig1.
*(1) IRF(cihazin tepki fonksiyonu), MC 540 konsantrasyonu:(2) OuM; (3) 3 uM; (4) 6 uM; (5) 12 uM (6)
20 uM; (7) 25uM; (8) 35 uM; (9) 40 uM

Spektrumdan da gortildigi gibi kuengir eklenmesiyle donoriin floresans durulma siddeti
azalmigtir. Sicaklik ¢alismasiyla elde edilen Sekil 4.11(a)’da egimden hesaplanan K,
degerlerinin sicaklik artisiyla azaldigi goriilmektedir. Stern-Volmer grafiginin egimi
azalmaktadir. Sonug olarak floresans durulma ve sicaklik ¢alismasiyla FL ve MC540
molekiilleri arasindaki kuenglesme mekanizmasimnin kesin olarak statik kuenglesme
oldugu belirlenmistir. Statik kuenglesme olaylarinda florofor ile kuengir arasinda bir
etkilesim meydana geldiginin ve bu etkilesim sonucu karanlik bir kompleks meydana
geldigini daha Once bahsetmistik. Sayet bir kompleks olusumu varsa bir baglanma
olaymin da meydana gelmesi gerekmektedir. Bundan dolayr modifiye Stern-Volmer

denklemi kullanilarak bu molekiiller arasindaki baglanma sabiti (K) ve baglanma
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anfinitesi hesaplanabilir. Bunun i¢in FL-MC540 molekiilleri arasindaki etkilesim i¢in
denklem 1.21 kullanilarak ¢izilen grafikten, etkilesim sabitleri hesaplanmistir. 150
uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL-MC540 molekiillerinin arasindaki etkilesimler
icin baglanma sabiti grafigi Sekil 4.13’te verilmistir. Bu grafikte FL molekiiliiniin

konsantrasyonu 1,0 uM’dir.
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Sekil 4.13.150 uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL-MC 540 etkilesimi igin

baglanma sabiti grafigi
*(x*=0.9932)

Grafigin egiminden baglanma sabiti, kesim noktasindan baglanma anfinitesi
hesaplanmistir. Farkli sicakliklardaki baglanma sabitleri kullanilarak Van’t Hoff
denkleminden 150 uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL-MC540 molekiilleri
arasindaki etkilesimler i¢in termodinamik parametreler hesaplanmistir. Bunun igin dort
farkli sicakliktaki baglanma sabitleri kullanilmistir. Cizelge 4.1°de degisik sicakliklar

icin baglanma ve anfinite sabitleri ile termodinamik parametreler yer almaktadir.



71

Cizelge 4.1. 150 uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL -MC 540 etkilesimi i¢in degisik
sicakliklardaki baglanma ve termodinamik parametreleri ile Stern-Volmer sabitleri

T K, (x10* v K(x10% n AG® AH® AS®
(K) Lmol™) /mol) (kJ/mol) (kd/mol)  (J/molK)
308 9.6 0,9935 2864.0 341 -99.0 -190.98 -297.4
318 9.1 0,9874 559.7 3.26 -96.1
328 8.2 0,9838 208,4 3.17 -93.1
338 7.8 0,9901 3.4 2.80 -90.1

Gibss serbest enerjisinin negatif ¢ikmasi FL ile MC 540’mn eszamanli olarak
kuenglesme alanina girdigini gostermektedir. AH® ve AS° negatif olarak ¢ikmasi ise MC
540 ile FL molekiileri arasinda van der Waals ve hidrojen bagi etkilesimlerinin
oldugunu gostermektedir. ndegerinin 1’in istiinde ¢ikmasi kuengirin birden fazla yonde
etkilesim sekli oldugunu, K degerinin sicaklikla azalmasi ise olayin ekzotermik

oldugunu gostermektedir (Xi and Guo 2007;Robertaet al. 2010).

Lipozom konsantrasyonunun FL-MC540 etkilesimine etkisini belirlemek igin degisik
lipozom konsantrasyonlarinda ¢alisildi. Bunun i¢in dort farkli lipozom konsantrasyonu
(65 uM, 80 uM,105 uM vel20 uM) segildi. Bu ¢ozeltilerin her birine yine ayni sekilde
FL bilesiginin konsantrasyonu sabit tutularak MC540°1n artan konsantrasyonlari eklenip
floresans spektrumlar1 alindi. 65 pM, 80 pM,105 puM vel20 pM lipozom
konsantrasyonu igeren sulu ortamda alinmis floresans spektrumlar: sirasiyla Sekil 4.14,

Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir.



72

70 <

60

50

40

30

20

Floresans Siddeti (Serbest Birim)

10 4

e ——

0 1 1 1 1 1
480 500 520 540 560 580 600 620

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.14. 65uM’lik lipozom igeren sulu ¢ozelti ortaminda 1,0uM FL’in artan MC 540

konsantrasyonlarinda alinmig diizeltilmis floresans spektrumlari
*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:(1) OuM; (2) 5 uM; (3) 9 uM; (4) 13 uM (5) 16uM; (6) 20uM;
(7) 30 uM; (8) 40 pM
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Sekil 4.15. 80uM’lik lipozom igeren sulu ¢ozelti ortaminda 1,0uM FL’in artan MC 540
konsantrasyonlarinda alinmis diizeltilmis floresans spektrumlari

*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:(1) OuM; (2) 2 uM; (3) 8 uM; (4) 15 uM (5) 20uM; (6) 25uM;
(7) 33 uM; (8) 40 uM
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Sekil 4.16. 105uM’lik lipozom igeren sulu ¢ozelti ortaminda 1,0uM FL’in artan MC

540 konsantrasyonlarinda alinmig diizeltilmis floresans spektrumlari
*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:(1) OuM; (2) 2 uM; (3) 8 uM; (4) 15 uM (5) 20uM; (6) 25uM;
(7) 33 uM; (8) 40 pM
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Sekil 4.17. 120uM’lik lipozom igeren sulu ¢ozelti ortaminda 1,0uM FL’in artan MC
540 konsantrasyonlarinda alinmis diizeltilmis floresans spektrumlari

*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:(1) OpM; (2) 5 uM; (3) 9 uM; (4) 13 pM (5) 16uM; (6) 20uM;
(7) 30 uM; (8) 40 uM
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Grafiklerden de goriilecegi gibi FL bilesiginin floresans siddeti, MC540’mn
eklenmesiyle azalmaktadir. Diigsiik MC540 konsantrasyonlarinda bu bilesigin emisyon
bandi kisminda bir bant (579 nm) meydana gelmekte fakat konsantrasyon artigiyla bu
bandin kayboldugu goriilmektedir. Sonugta bu cozeltilerde iki molekiil arasinda bir
etkilesimin oldugu ve MC540 bilesigininkonsantrasyonunun arttirilmasiyla, FL’in
floresans siddetinde meydana gelen bu azalma, tipik bir kuenglesme prosesi olarak
goriilmektedir. Kuenglesme mekanizma tiiriinii belirlemek igin floresans durulma
Olctimlerinden faydalanildi.65 uM, 80 uM,105 uM vel20 uM lipozom konsantrasyonu
iceren sulu ortamda alinmis floresans spektrumlari sirasiyla Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil

4.20 ve Sekil 4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. 65uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL molekiiliniin floresans
siddetindeki azalmanin zamana baglilig1.

*(1) IRF(cihazin tepki fonksiyonu), MC 540 konsantrasyonu:(2) OuM; (3) 5 uM; (4) 9 uM; (5) 13 uM (6)
16 uM; (7) 20uM; (8) 30 uM; (9) 40 uM
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Sekil 4.19. 80uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL molekiiliiniin floresans
siddetindeki azalmanin zamana baglilig.

*(1) IRF(cihazm tepki fonksiyonu), MC 540 konsantrasyonu; (2) OuM; (3) 2 uM; (4) 8 uM; (5) 15 uM
(6) 20uM; (7) 25uM; (8) 33 uM
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Sekil 4.20. 105uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL molekiiliiniin floresans
siddetindeki azalmanin zamana bagliligi.

*(1) IRF(cihazin tepki fonksiyonu), MC 540 konsantrasyonu:(2) OpM; (3) 5 uM; (4) 9 uM; (5) 13 uM (6)
16 uM; (7) 20uM; (8) 30 uM; (9) 40 uM
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Sekil 4.21. 120uM’lik lipozom igeren sulu ortamda FL molekiiliiniin floresans

siddetindeki azalmanin zamana baglilig.
*(1) IRF(cihazin tepki fonksiyonu), MC 540 konsantrasyonu; (2) OuM; (3) 2 uM; (4) 8 uM; (5) 15 pM
(6) 20uM; (7) 25uM; (8) 33 uM; (9) 40 uM

Floresans durulma spektrumlarindan da goriildiigii gibi ¢alisilan tiim lipozom
konsantrasyonlarda FL molekiiliiniin floresans siddeti MC540’1n konsantrasyon artistyla
azalmistir. Sonug olarak bu iki molekiil arasinda daha 6nce calisilan konsantrasyonda
oldugu gibi statik bir kuenglesme oldugu diisiiniilebilir. Bu sonuglara gore lipozom
konsantrasyonu degisse bile bu iki molekiil arasindaki etkilesim tiirii genelde statik
kuenglesme olabilecegi sdylenebilir. FL’in floresans siddetinde gézlenen bu azalma,
tipik bir kuenglesme prosesioldugu i¢in Stern-Volmer hiz sabiti hesaplanabilir (Acar
2007; Bozkurt2007). Bu nedenle 65 uM, 80 uM,105 uM vel20 pM lipozom igeren sulu
¢ozelti ortaminda FL igin denklem 1.4’te verilen Stern-Volmer denklemine gore
cizilmis ve grafikten Stern-Volmer hiz sabiti (K,) hesaplamistir. Hesaplanan sabitler 65
uM, 80 uM,105 uM vel20 uM lipozom igeren sulu ¢dzelti ortami i¢in sirastyla 115220,
114889, 102548 ve 99567 L.mol™>dir. Bu sabitler kullanilarak MC540 molekiiliiniin
lipit fazdaki ayrisma oran sabiti hesaplanabilmektedir. Bunun i¢in denklem 1.33

kullanilarak c¢izilen grafik Sekil 4.22° de verilmistir.
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Sekil 4.22. MC540 molekiilii i¢in degisik lipozom konsantrasyonlari i¢in1/k g, kars
ap, grafigi

Bu grafikten elde edilen sonuclar Cizelge 4.2 de verilmistir. Sonu¢ olarak lipozom
Konsantrasyonu artisiyla kg, degerleri azalmistir. Bu azalmanin sebebi ortamda
bulunan MC540 molekiiliiniin lipozomlara baglanmasi olarak agiklanmaktadir. Clinkii
ortamda bulunan kuengirkonsantrasyonunun azalmasina sebep olmustur. Ayrica
maksimum dinamik kuenglesme sabiti yaklasik olarak 2x10%° M™S™dur. (kgm = kqx7o)
oldugundan bulunan k, degeri bu degerden biiyiiktiir. Lipozom iceren sulu ¢ozeltiler
gibi heterojen ortamlarda karanlik bir kompleks olusmasinin baskin bir durum
oldugunu, elde edilen k, degeri de tekrar gostermektedir (Ge et al. 2010;Huanget al.
2010).
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Cizelge 4.2. Bimolekiiler kuenglesme (k,), mebrandaki bimolekiiler kuenglesme (k)
ve ayrisma (K;,) sabitleri

Bilesik K, kgmM™) kg (x10*L/mols)

MC540 7936,5+620 9,3+1,2 3,11

4.3.FLve MC540 Molekiil Ciftinin Lipozom+Kolesterol Karisimindaki Etkilesimi

Kolesterol 6karyotik hiicreli canlilarin bir ana plazma mebran bilesigidir. Kolesterol
mebranin akigkanlifi ve yapist i¢in ana maddelerinden biri olup, ayrica lipitteki
kolesterol oran1 biyolojik fonksiyonlar1 kontrol etmektedir. Hiicre mebraninda
kolesterol bozukluklari bir¢cok hastaliga da sebep vermektedir (Shaneet al. 2008).
Cozelti ortami olan lipozom yapisina gesitli oranlarda kolesterol ekleyip model mebran
sistemi olusturulup, FL-MC540 etkilesimi incelendi. Segilen lipozomkonsantrasyonu
yaklagik 105 uM olup bu konsantrasyonun %10, %20 ve %30’u kadar kolesterol
eklenmistir. Segilen lipozom Konsantrasyonun florofor oranina yaklasik 1:100 olmasi
tercin edilmektir. Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Sekil 4.25°te 105 pM’lik
lipozomkonsantrasyonunun, sirasiyla %10, %20 ve % 30’u kadar eklenmis kolesterollii
lipozom igeren sulu ¢6zelti ortaminda, artan MCS540 konsantrasyonuna karsi FL

molekiiliiniin alinmis emisyon spektrumlart gosterilmistir.
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Sekil 4.23. 105 pM lipozom + 10,5 uM kolesterol igeren sulu ¢ozeltide 1,0uM FL’in

artan MC 540 konsantrasyonlarinda alinmig diizeltilmis floresans spektrumlari
*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:(1) 0 puM; (2) 4 uM; (3) 8 uM; (4) 10 uM (5) 12 uM; (6) 16 uM;
(7) 20 uM; (8) 25 pM
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Sekil 4.24. 105 uM lipozom + 21 puM kolesterol iceren sulu ¢ozeltide 1,0 uM FL’in
artan MC 540 konsantrasyonlarinda alinmis diizeltilmis floresans spektrumlari

*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:(1) 0 pM; (2) 4 uM; (3) 8 uM; (4) 10 uM (5) 12 uM; (6) 16 uM;
(7) 20 uM; (8) 25 uM
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Sekil 4.25. 105 pM lipozom + 31,5 uM kolesterol igeren sulu ¢ozeltide 1,0uM FL’in

artan MC 540 konsantrasyonlarinda alinmig diizeltilmis floresans spektrumlari
*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:(1) 0 pM; (2) 4 uM; (3) 8 uM; (4) 10 uM (5) 12 pM; (6) 16 uM;
(7) 20 uM; (8) 25 uM

MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak alinan ti¢ floresans
spektrumunda da FL molekiiliniin floresans siddeti azalmistir. Bu azalma bu iki
molekiil arasinda bir etkilesimin oldugunu gostermekte olup bu tiir etkilesimler
yukarida da bahsettigimiz gibi floresans kuenclesme olarak ifade edilmektedir. Yine
ayni sekilde kuenglesme mekanizmasini belirlemek igin floresans durulma ve sicaklik
calismasindan faydalanilmistir. Sekil 4.26, Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’te 105 puM’lik
lipozomkonsantrasyonuna, sirasiyla %10, %20 ve % 30’u kadar eklenmis
kolesteroligeren sulu ¢ozelti ortamindaalinmis floresans durulma spektrumlari

gosterilmistir.
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Sekil 4.26. 105 uM lipozom + 10,5 uM kolesterol igceren sulu ¢dzeltide FL molekiiliiniin
floresans siddetindeki azalmanin zamana baglilig1.

*(1) IRF(cihazin tepki fonksiyonu), MC 540 konsantrasyonu; (2) OuM; (3) 4 uM; (4) 8 uM; (5) 10 uM
(6) 22 uM; (7) 16pM;

3,9
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Sekil 4.27. 105 uM lipozom + 21 uM kolesterol i¢eren sulu ¢ozeltide FL molekiiliiniin
floresans siddetindeki azalmanin zamana baglilig1.

*(1) IRF(cihazin tepki fonksiyonu), MC 540 konsantrasyonu; (2) OuM; (3) 2 uM; (4) 8 uM; (5) 10 uM
(6) 12 uM; (7) 16 pM; (8) 20 pM; (9) 25 uM
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Sekil 4.28. 105 uM lipozom + 31,5 uM kolesterol igceren sulu ¢ozeltide FL molekiiliiniin

floresans siddetindeki azalmanin zamana baglilig1.
*(1) IRF(cihazin tepki fonksiyonu), MC 540 konsantrasyonu; (2) OuM; (3) 2 uM; (4) 8 uM; (5) 10 uM
(6) 12 uM; (7) 16 uM; (8) 20 uM; (9) 25 uM

Floresans durulma spektrumlarindan da goriildigii gibi  her ¢ kolesterol
konsantrasyonundada MC540 molekiiliin konsantrasyonundaki artigla, floresans
durulma siddeti azalmaya baglamis ancak spektrumlarin egimi fazla degismemistir. Bu
daha Once bahsettigimiz gibi kuenclesme mekanizmasinin statik oldugunu
gostermektedir. Denklem 1.4°e¢ gore ¢izilen Stern-Volmer grafiklerinden hiz sabileri
(Ksp) hesaplanmistir. 105 uM’lik lipozomkonsantrasyonunun, sirasiyla %10, %20 ve %
30’u kadar eklenmis kolesteroliceren sulu ¢ozelti ortamindaFL ve MC540 bilesiklerinin
degisik konsantrasyonlar1 igin ¢izilen Stern-Volmer grafikleri sirasiyla Sekil 4.29, Sekil
4.30 ve Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.29. (a)105 uM lipozom + 10,5 uM kolesterol ig¢eren sulu g¢ozeltiortaminda
1,0uM FL’in artan MC 540 konsantrasyonlarina karsi ¢izilmis Stern- Volmer grafigi.
*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:2 pM; 8 uM; 10 uM; 12 uM; 16 pM; 20 uM; 25 uM. (b) FL-
MC540 molekiil ¢ifti i¢in lineer Stern-Volmer grafigi MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:2 uM; 4
uM; 8 uM; 10 uM; 12uM

16 - ' -
298

4peonm

14

12

(b)
8 - 0,0 v v v T T N
0,004 0,006 0,008 0,010 0,012
11 x10° .

6 = n -
4 4 i

- ] L] . -
2 . @
0 L] L] L] L] L]
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

[Q] x10

Sekil 4.30. (2)105 uM lipozom + 21 uM kolesterol igeren sulu ¢ozeltiortaminda 1,0uM
FL’in artan MC 540 konsantrasyonlarina karsi ¢izilmis Stern- Volmer grafigi.

*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:2 uM; 8 uM; 10 uM; 12 uM; 16 uM; 20 uM; 25 uM. (b) FL-
MC540 molekiil ¢ifti i¢in lineer Stern-Volmer grafigi MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:2 uM; 4
uM; 8 uM; 10 uM; 12uM
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Sekil 4.31. (a)105 uM lipozom + 31,5 uM kolesterol igeren sulu g¢ozeltiortaminda

1,0uM FL’in artan MC 540 konsantrasyonlarina kars1 ¢izilmis Stern- Volmer grafigi.
*MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:2 pM; 8 uM; 10 uM; 12 uM; 16 pM; 20 uM; 25 uM. (b) FL-
MC540 molekiil ¢ifti i¢in lineer Stern-Volmer grafigi MC 540 molekiiliiniin konsantrasyonu:2 uM; 4
uM; 8 uM; 10 uM; 12uM

Grafiklerden de goriildiigli gibi MC540 molekiiliiniin konsantrasyon artistyla
lineerlikten pozitif yonde bir sapma meydana gelmistir. Ayrica dort farkli sicaklik
calismasinda,sicaklik artisiyla Stern-Volmer egrisinin egimininazaldigi gorilmiistiir.
Egim azalmasi ve Stern-Volmer egrileri grafiklerin i¢ (b) kisminda verilmistir. Bu {i¢
¢ozelti icin FL-MC540 molekiilleri arasindaki etkilesmenin statik kuen¢lesme oldugu
belirlenmistir. Sonugolarak bu iki molekiil arasinda bir etkilesimin oldugu belirgindir.
Cizelge 4.3’de Stern-Volmer hiz sabitleri verilmistir. Daha once 105uM lipozom
ortaminda bulunanKg, hiz sabitinin kolesterollii ortamdaki degerden daha kii¢iik oldugu
gorilmektedir. K, hiz sabitinin kolesterol eklenmesiyle artmasi kuen¢ir molekiiliiniin
lipit faza daha az baglandigin1 ve ortamda kuencir konsantrasyonunun arttigini
gostermektedir. Yani bir bagka ifade ile kuen¢ir molekiiliinlin lipit fazdaki yerini
kolesterol molekiilleri almistir. Bu ti¢ farkli ortam igin FL-MC540 molekiil etkilesimi
icin modifiye Stern-Volmer denklemi kullanilarak bu molekiiller arasindaki baglanma
sabiti (K) ve baglanma anfinitesi hesaplandi. 105 pM’lik lipozomkonsantrasyonunun,

sirastyla %10, %20 ve % 30’u kadar eklenmis kolesteroligeren sulu ¢ozelti ortamindaFL
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ve MC540 bilesiklerinin degisik konsantrasyonlari i¢cin denklem 1.21 kullanilarak
cizilen grafikler sirasiyla Sekil 4.32, Sekil 4.33 ve Sekil 4.34’de verilmistir.

Log[1,-1/1]

-0,8

-5,4 5,2 -5,0 -4,8 -4,6
Log|Q]

Sekil 4.32.105 pM lipozom + 10,5 uM kolesterol iceren sulu ¢ozeltiortaminda FL-MC
540 etkilesimi i¢in baglanma sabiti grafigi
*(x?=0.9723)

1,4 - -

Log[1-1/1]

Log[Q]

Sekil 4.33.105 uM lipozom + 21 uM kolesterol igeren sulu ¢ozeltiortaminda FL-MC
540 etkilesimi i¢in baglanma sabiti grafigi
*(¢?=0.9523)
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Sekil 4.34.105 uM lipozom + 31,5 uM kolesterol igeren sulu ¢ozeltiortaminda FL-MC
540 etkilesimi i¢in baglanma sabiti grafigi
*(x?=0.9423)

Yine aynmi sekilde grafiklerin egimlerinden baglanma sabitleri, kesim noktalarindan
baglanma anfiniteleri ii¢ farkli ¢ozelti icin hesaplanmistir. Farkli sicakliklardaki
baglanma sabitleri kullanilarak Van’t Hoff denkleminden kolesteroliceren
ortamlardaFL-MC540 molekiilleri  arasindaki etkilesimler ig¢in termodinamik
parametreler hesaplanmigtir. Bunun icin dort farkli sicakliktaki baglanma sabitleri
kullanmistir. Cizelge 4.3’de degisik sicakliklar i¢in baglanma ve anfinite sabitleri ile

termodinamik parametreler yer almaktadir.
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Cizelge 4.3. FL -MC 540 etkilesimi i¢in Stern-Volmer Sabitleri ile baglanma ve
termodinamik parametreler

105 pM Lipit + 10,5 uM Kkolesterol

T K, K n AG® AH® AS°®

(K)  (x10° Lmol™) (x10° /mol) (kJ/mol) (kd/mol)  (I/molK)
298 184 88 194 5653  -575  -338

308 1,43 4.33 1.90 -56,49

318 1,17 3.39 1.89 -56,46

328 0,82 1.04 1.82 -56,43

105 pM Lipit + 21 pM Kolesterol

YT Ko T v V7L A Y

(K) (x10° Lmol™) (x10° /mol) (kd/mol) (kd/mol)  (I/molK)
208 124 a2t 188 5526  -7185  -18.72

308 1,07 3.64 1.87 -54,63

318 0,87 1.47 1.83 -53,84

328 0,68 0.24 1.69 -53,05

105 pM Lipit + 31,5 pM Kolesterol

T K T Y V7 B

(K) (x10° Lmol™) (x10° /mol) (kd/mol) (kd/mol)  (I/moIK)
208 153 270 204  -99389  -10383  -1504

308 1,17 1.85 2.03 -992,69

318 0,92 0.17 1.84 -991,18

328 0,71 0.09 1.81 -989,68

Olusturulan ¢ozelti sistemlerinin termodinamik parametrelerini inceledigimiz zaman,
Gibss serbest enerjisinin tiim ¢ozeltiler i¢in negatif ¢ikmasi FL ile MC 540’1 eszamanli
olarak birbirleriyle etkilestiklerini gostermektedir. AH° ve4S® negatif olmasi bu iki
molekiiliin birbirleriyle etkilesiminde van der Waals ve hidrojen bagi etkilesimlerinin
etkin rol oynadigimigostermektedir. Anfinite degerinin yaklasik 2 ¢ikmasi kuengirin bir

veya iki etkilesim sekli oldugunu, K degerinin sicaklikla azalmasi ise bu iki molekiliin
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etkilesiminin ekzotermik oldugunu gostermektedir (Ross and Subramanian 1981;Xi and
Guo 2007;Robertaet al. 2010).

4.4. Enerji Transfer Parametreleri

Statik ve dinamik kuenclesme olaylarinin bir enerji transferi oldugunu daha 6nce
sOylemistik. Bu iki molekiil arasinda enerji transferiningerceklesebilmesi icin bu
molekiillerin belli bir mesafeye gelmeleri gerekmektedir. Bu mesafenin bilinmesi
etkilesimler hakkinda bilgi edinmemize katki saglamaktadir. Iki molekiil arasindaki
mesafenin Olgiilmesinde, bu molekiillerin ortiisme spektrumundan faydalanilmistir.
Floresin ile MC 540 molekiil ¢ifti i¢in lipozom ortamindaki Ortiisme (overlap)
spektrumu Sekil 4.35’de verilmistir.
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Sekil 4.35. 150 uMlipozom igeren sulu ortamda Floresin ile MC540 molekiil giftlerinin
spektral ortiismesi

150 uM lipozom igeren sulu c¢ozeltide, FL ve MC540’in konsantrasyonu sabit
tutulmustur (1uM). Spektrumdaki emisyon ve absorpsiyon siddetleri serbest birim olup

gercek degerlerin normalize edilmis halidir. Cakisma sonras1 belirlenen J (overlap), ve
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sirastyla Denklem1.17, Denklem 1.19 ve Denklem 1.20°den hesaplanan Forster
mesafesi, enerji transfer verimliligi ve enerji transfer mesafesi (r) Cizelge 4.4°de

verilmistir.

Cizelge 4.4. Floresin-MC540 molekiil ¢ifti i¢in hesaplanan enerji transfer parametreleri

Molekiil Cifti J (M*cm? Ro(nm) r (nm) E

Floresin-MC540 2,91775X101%3 5.48 4,36 0,968

Cizelgeden de goriilecegi gibi R, ve r degerleri 8 nm’den daha kiigtiktiir. R, degeri 8
nm’den  kiicik ¢ikmasi  floresans  kuenglesmenin  radyasyonsuz  oldugunu
gostermektedir. Bulunan Ryve r nin degerleri 8 nm’den daha kiigiik olup, buda enerji
transferinin radyasyonsuz oldugunu gostermektedir (Valeur 2001; Biet al. 2011).
Sonugta tiim bu degerler FL-MC540 molekiilleri arasindaki etkilesimde statik

kuenglesmenin baskinoldugunu gostermektedir.

4.5. FLve MC540 Molekiil Ciftinin Kesecik Cozeltisindeki Etkilesimi

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda ¢oziicli ortam olarak lipitlerden olusturulan lipozom
sekli tercih edildi.Lipozomun kiiresel sekli olan kesecikle Ol¢lim alinmamistir. Bu
yiizden kesecik ortaminda bu iki molekiil arasinda nasil bir etkilesim meydana geldigini
belirlemek igin ¢oziicli sistem olarak kesecik formu se¢ilmistir. Bunun i¢in 150 uM
kesecik ortam1 sonikasyon yontemiyle olusturulup, FL molekiiliiniin alinan floresans
spektrumunda bir kesme olmamasi i¢in molekiiliin konsantrasyonu onda bir oraninda
azaltilarak 0,1 pM’da sabit tutulmustur. Cozelti iizerine degisenkonsantrasyonlarda MC
540 molekiilii eklenerek floresans spektrumu alindi. Ancak her bir konsantrasyondaki
numune ayrl ayri hazirlanmasi gerektigi ig¢in elde edilen 5 ml’lik numunelerefarkli
zamanlarda floresans spektrumu alinirken cihazdan gelecek olan etkileri yok etmek i¢in
olusturulan numuneler dolapta +4°C’de bekletildi ve numune serisi tamamlandiktan

sonra ayni anda oSlgiim alindi. +4°C’de kesecik yapilar1 stabilitelerini korumaktadir
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(Bozkir and Kogyigit 1995). Bu islemler yaklasik 48 saatte tamamlandi. Elde edilen
floresans spektrumu Sekil 4.36°da verilmistir.
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Sekil 4.36.150 uM’lik kesecik i¢eren sulu ¢ozelti ortaminda 0,1uM FL’in artan MC 540

konsantrasyonlarinda alinmis diizeltilmis floresans spektrumlari
*MC 540 molekiiliininkonsantrasyonu: OuM; 1 uM; 2 uM; 3 uM; 4 uM; SuM; 6 uM; 8uM

FL-MC540 molekiil ¢ifti icin 150 puM kesecik ortaminda FL molekiiliiniin
konsantrasyonu 0,1 uM’da sabit tutulup, MC 540’1n konsantrasyonunun artirilmasiyla,
FL molekiiliiniin emisyon bandinin siddetinde bir azalma olurken, yaklasik 580 nm’de
MC540’n floresans bolgesine karsilik gelen yeni bir bandin olustugu ve floresans
siddetinin, artan MC 540 konsantrasyonuyla artigi gozlenmistir. Ancak MC540
konsantrasyonunun belli bir artisindan sonra, floresinin emisyon siddetinin azalmasi
yerine siddetini arttigi, ayrica 150 pM kesecik ortaminda 580 nm’de floresans
maksimumuna sahip MC 540 da emisyon maksimumunda kaymalar meydana geldigi
goriilmiistiir. Sonug olarak FL molekiilinden MC540 molekiiliine radyasyonlu bir
gecisin olmadigr yani kesecik ortaminda bir enerji transferi meydana gelmedigini

anlagilmistir. Her iki bilesiginemisyon maksimumlarinin kaymasinin sebebi ortama
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eklenen MC540 molekiiliiniin konsantrasyonunun artistyla,ortamin  polaritesinin

degismesiyle agiklanabilir (Toprak and Arik 2010).

4.6. FL MolekiiliiniinLipozom Cézeltisindeki Bazi Fotoziksel Ozellikleri

Calismanin diger bir yoniinde FL molekiiliiniin lipozom igeren sulu ¢ozeltilerdeki
fotofiziksel 6zellikleri incelenmistir. Bunun i¢in degisik lipozom konsantrasyonlarinda
FL molekiiliiniin floresans, absorpsiyon ve floresans durulma dlgtimleri alinmistir. Bu
molekiiliin degisik lipozom igeren konsantrasyonlardaki floresans spektrumu daha 6nce
Sekil 4.3’te verilmistir. FL molekiiliin degisik lipozom konsantrasyonlari i¢eren sulu

¢ozeltilerinde alinmis floresansdurulma spektrumu Sekil 4.37°de verilmistir.

2,5 uM Lipozom
8 uM Lipozom
20 uM Lipozom
80 uM Lipozom
150 uM Lipozom

3,5 4

ROX*vVO

3,0

2,5 4

Floresans Siddeti

2,0

1,5 3%

39 42 45 48 51 54

Zaman (ns)

Sekil 4.37. FL molekiiliiniin degisik lipozomkonsantrasyonlarinda alinmis floresans
durulma spektrumlari

Floresans durulma spektrumlaria verilen fitlerle FL molekiiliiniin uyarilma &mrii
hesaplanmistir. Kuantum verimi her bir lipozom ¢6zeltisi igin denklem 3.2 kullanilarak,
radyasyonlu ve radyasyonsuz gecis hiz sabitleri sirasiyla denklem 1.3 ve 1.2°den

hesaplanmis ve bu degerler Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Degisik lipozom konsantrasyonu i¢eren sulu ortamda FL molekiiliiniin bazi
fotofiziksel 6zellikleri

Cozelti Aabs Jg(nm) ¢ xz bf k. k.,
(nm) (ns) (5%
Su 479 509 3.84 - 040 1,04X10°  1,564X10°
2,5uM 490 509 2933 0,817 0.7240.05 2.45X10° 0.959X10°
Lipozom
8 puM 490 509 3.057 0,971 0.759+0.06 2.48X10° 0.791 X10°
Lipozom
20 pM 490 509 3.093 0,979 0.799+0.04 2.58 X10° 0.653 X10°
Lipozom
80 uM 490 509 3.068 0,805 0.716+0.07 2.33 X10° 0.929 X10°
Lipozom
150pM 490 509 3.082 1,007 0.798+0.01 2.58 X10° 0.664 X10°
Lipozom

e

Cizelgeden deanlasilacagi gibi FL molekiiliiniin lipozom konsantrasyonu degistigi
zaman kuantum veriminde fazla bir degisiklik olmadigi, uyarilma 6mrii ise ortalama 3
ns civarinda oldugu goriilmektedir. Sulu ortamda FL molekiiliiniin radyasyonsuz hiz
sabiti radyasyonlu hiz sabitinden biyiiktir. Bu durum Sekil 4.3’te goriilen FL
molekiiliiniin  sudaki emisyon siddetinin diisiik olmasmi agiklamaktadir. FL
molekiiliiniin sudaki fotofiziksel 6zellikleri literatiirden alimmistir (Song et al. 2000). FL
molekiiliiniin  degisik lipozom konsantrasyonlarinda denklem 3.7 ve 3.8’den
hesaplanmis rotasyonel diflizyon zamani ve mikroviskozite degerleri Cizelge 4.6°d

verilmistir.
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Cizelge 4.6. FL molekiiliiniin degisik lipozom konsantrasyonlarindaki rotasyonel
diftizyon ve mikroviskozite degerleri

Cozelti r T,0r (NS) 1(cP)
2,5uM Lipozom 0.0177 0.135 5.74
8 pM Lipozom 0.0194 0.155 6.59
20 pM Lipozom 0.0241 0.202 8.58
80 uM Lipozom 0.0237 0.192 8.16
150pM Lipozom 0.0248 0.203 8.63

Cizelge incelendiginde FL bilesigi icin lipit konsantrasyonu artisiyla durgun hal
anizotropi degerleri artmistir. Bu da ortamin daha rijit bir yapiya sahip oldugunu
gostermektedir. Diisiik lipit konsantrasyonlarindaanizotropi degerinin kiig¢iik olmasi iki
sekilde aciklanabilir. Birincisi lipozom formundan ¢ok tabaka formunun olusmus
olabilecegi yani tam bir lipozom formu olusmadigim ifade eder. Ikincisi ise FL
molekiiliiniin olusan lipit tabakalarmin aralarina girmedigidir. Yine lipozom
konsantrasyon artistyla rotasyonel diflizyon siiresi arttigi goriilmektedir. Lipit
konsantrasyonunu arttirdigimiz zamanki durumu O6grenmek i¢in, yiiksek lipit
konsantrasyonuyla yapilan diger bir ¢alismada, lipit konsantrasyonun artisiyla FL
molekiiliniin duragan hal anizotropi degeri, 171 uM, 210 uM ve 250 uM lipozom
iceren sulu ortamlarda sirasiyla 0.364, 0.379 ve 0.347 gibi oldukga yiiksek degerler
bulunmustur. Bu degerlerden 0,379 degeri FL molekiiliiniin limit anizotropidegerine
yakindir (0.402). Yiksek lipozomkonsantrasyonlar: degerlerinde FL molekiilii lipit
yapilarinin polar kismina gomiildiigii bir baska ifadeyle bu molekiiliin kilitlendigi
sOylenebilir. Yani FL molekiiliiniin yiizeyde bulundugu sdylenebilir. Lipozom
konsantrasyonu artisiyla rotasyonel donme zamaninin da arttigi ve buna paralel olarak

mikroviskozite degerlerinin arttigi gériilmiistiir.
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5.SONUC

FL ve MC540 molekiillerinin arasindaki etkilesimler lipozom, kesecik ve yapay
mebranlarda incelenmistir. Hiicre zar1 yapisina yakin olan lipozom ve kesecik sistemleri
sirastyla hidratasyon ve sonikasyon yontemleriyle olusturulmustur. Olusturulan sistemin
karakterizasyonu yapilmistir. MC540 bilesiginin lipozom ortaminda meydana gelen
spektrum degisiklikleri literatiirle ayni bulunmustur. MC540 bilesiginin lipozom
konsantrasyonu artttkca monomer yapmin dimer yapiya doniistigi ve floresans
spektrumunun siddetinin arttigi belirlenmistir. Olusturulan kesecik sistemi TEM
spektroskopisiyle incelenmis ve PC lipitleriyle olusturulan kesecik yapilartyla uyustugu
bulunmustur. Yaklasik olarak kesecik yapisinin ¢apinin 50-300 nm arasinda degistigi
gorilmiistiir (Ruysschaertet al. 2005).

Bu iki molekiiliin lipozom igeren sulu ortamda etkilesimi incelenmistir. Kullanilan
probun konsantrasyonunun lipozom konsantrasyonuna orani yaklasik olarak 1:100den
fazla olmasi igin, olusturulan lipozom sisteminin konsantrasyonu 150 uM olarak
secilmistir. FL konsantrasyonu 1uM olarak secilmis ve sabit tutulmustur. MC 540
molekiiliiniin konsantrasyonu arttirildiginda bu iki molekiiliin birbirleriyle etkilesimleri
floresans spektrumunda meydana gelen degisiklikle tespitedilmistir. Bu etkilesim
tirtiniin floresans kuenglesme oldugu, floresans spektrumunda meydana gelen siddet
azalmasiyla belirlenmistir. Floresans kuenglesme mekanizmasini belirlemek i¢in cizilen
Stern-Volmer grafiginden MC540 molekiiliiniin konsantrasyon artisiyla egimin
lineerlikten pozitif yone (yukari dogru) saptigi belirlenmistir. Sonugta tipik bir statik
kuenglesme mekanizmasi oldugu diisiiniilmiis ve emin olunmak i¢in sicaklik ve
floresans durulma olgiimlerine bagvurulmustur. Sicaklik ¢alismasinda Stern-Volmer
egrisi negatif bir sapma (asag1 dogru) yaparak egrinin egiminin azaldigi belirlenmistir.
Floresans durulma olciimlerinde floresans siddetinin azaldigi ve dikey egrilerinin
egiminin fazla degismedigi belirlenmistir. Bu iki yontemle bu molekiillerin arasindaki

etkilesimin statik kuenglesme oldugu belirlenmistir.
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Statik kuenglesmenin molekiiller arasinda bir karanlik kompleks olusumuyla ve etkin
bir hacim de meydana gelebilecegi bilinmektedir. Bu molekiiller arasindaki etkilesimler
i¢in termodinamik parametreler hesaplanmistir. Hesaplanan bu parametreler yardimiyla
iki molekiiliin bir araya gelmelerini saglayan etkilesim tiirleri belirlenmistir. Sonugta iki
molekiiliin bir ara gelmesinde van der Waals ve hidrojen bagi etkilesimlerinin neden
oldugu goriilmiistir. Bu etkilesimin eszamanli meydana geldigi ve etkilesim sabiti
modifiye Stern-Volmer denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Baglanma sabitinin
biiyiik ¢ikmasi iki molekiil arasindaki etkilesimin giiglii oldugunu gostermektedir (Xi
and Guo 2007;Robertaet al. 2010).

Ortama eklenen kolesterol bu molekiiller arasindaki etkilesimi degistirmemis ve iki
molekiil arasindaki etkilesim tiiriiniin statik kuenglesme oldugu bulunmustur. Stern-
Volmer hiz sabitinin kolesterol eklenmesiyle arttigi belirlenmistir. Buda kuencir
molekiiliiniin lipit faza daha az baglandigin1 ve ortamdaki kuengir konsantrasyonunun
arttigin1 gostermektedir. Yani kuen¢ir molekiillerinin lipit fazdaki yerlerini kolesterol
molekiilleri almistir. Hesaplanan termodinamik parametrelerden yine ayni sekilde iki
molekiil arasindaki etkilesimin van der Waals ve hidrojen bagi etkilesimlerinden
kaynaklandig1 ayrica iki molekiil etkilesiminin es zamanli oldugu goriilmistiir.
Hesaplanan Kdegerlerinin sicaklikla azaldigi belirlenmistir (Xi and Guo 2007;Robertaet
al. 2010).

Kolesterol eklendiginde kuengir molekiillerinin lipit fazdaki miktarin1 etkilemesi bu
molekiillerin sadece lipozom fazinda degil su fazinda da oldugunu gosterir. MC540
molekiiliiniin lipozom-su fazindaki ayrigsma sabitini hesaplamak igin, degisik lipozom
konsantrasyonlar1 iceren sulu c¢ozeltilerde, her bir ¢ozeltide FL molekiiliiniin
konsantrasyonu sabit tutulup MC540 molekiiliiniin konsantrasyonu arttirilmis ve
kuenglesme sabitleri hesaplanmistir. Bu sabitler kullanilarak MC540 molekiiliiniin
lipozom-su fazi ayrisma sabiti hesaplanmigtir. Hesaplanan degerlerden MC540
molekiiliiniin iki fazda da bulundugu belirlenmistir. Ayrica hesaplanan degerlerde
lipozom  konsantrasyonu artisiyla MC540  molekiiliinin =~ su  ortamindaki

konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir. Hesaplanan bimolekiiler kuenglesme
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sabitiylede kuenglesme mekanizmasinin statik oldugu teyit edilmistir (Ge et al.
2010;Huanget al. 2010).

Iki molekiil arasindaki etkilesim ve enerji transfer mesafesi radyasyonsuz Forster teorisi
kullanilarak  hesaplanmistir. R, ve r degerlerisirasiyla 5,48 ve 4,36 olarak
hesaplanmistir. R, degerinin 8 nm’den kii¢iikk ¢ikmasi floresans kuenglesmenin
radyasyonsuz oldugunu gostermektedir (Valeur 2001; Biet al. 2011). Enerji transfer
verimi 0,968 olarak hesaplanmigtir. Bulunan bu degerler FL-MC540 molekiilleri

arasindaki etkilesimin statik bir kuenglesme oldugunu géstermektedir.

Bu iki molekiiliin kesecik iceren sulu ¢ozeltideki etkilesimi incelenmistir. Bunun igin
0,1 uM FL konsantrasyonu kesecik ortaminda sabit tutulup MC540 molekiiliiniin
konsantrasyonu artirilmistir ve sonugta FL. molekiiliiniin emisyon bandinin siddetinde
bir azalma olurken, MC540’mn floresansina karsilik gelen yeni bir bandin olustugu ve
floresans siddetinin, artan MC 540 konsantrasyonuyla arttigi belirlenmistir. Ancak
MC540 konsantrasyonunun belli bir artisindan sonra, FL molekiiliiniinemisyon
spektrumunun siddetinin azalmasi yerine siddetin arttigit ve MC 540 da emisyon
spektrumunun siddetinin maksimum degerinde kaymalar meydana geldigi gortilmiistiir.
Akseptor konsantrasyonunun arttirilmasiyla donér molekiiliiniin emisyon spektrumunun
maviye kaymasi, konsantrasyon artisiyla polaritenin azalmasma bagli olarak
aciklanmistir (Reichardt 1994). FL molekiiliinden MC540 molekiiliine radyasyonlu bir
gecisin olmadig@i yani kesecik ortaminda bir enerji transferi meydana gelmedigi

belirlenmistir.

FL molekiiliiniin lipozom iceren sulu ortamdaki fotofiziksel 6zellikleri incelenmistir.
Lipozom konsantrasyonu degistirilip elde edilen sonuglarda lipozom konsantrasyonu
artis1 kuantum veriminde fazla bir degisiklige sebep olmamistir. Uyarilma omrii 150
uM lipozom igeren sulu ortamda 3.082 ns olarak hesaplanmistir. Buna bagli olarak k,.
ve Kk, degerleri sirasiyla 2.58x10%ve 0.664x10°%™ olarak hesaplanmistir. FL

molekiiliiniin durgun hal anizotropi degerleri hesaplanmistir. Yiiksek lipozom
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konsantrasyonlarinda FL molekiilii lipit yapilarinin polar kismina gomiildiigi, yani bu
molekiiliin lipit yapilara Kilitlendigi belirlenmistir. Bundan dolay1 FL molekiiliiniin
lipozom yapilarinin ylizeyinde bulundugu soOylenebilir. Lipozom konsantrasyonu
artisiyla rotasyonel donme zamaninin da arttig1 ve buna paralel olarakta mikro viskozite

degerininde arttig1 belirlenmistir.
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