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MELATONIN’IN MODEL VE BiYOLOJIK MEMBRANLARLA
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Tez Yoneticileri: Prof. Dr. Nadide KAZANCI
Prof. Dr. Feride SEVERCAN
Eyliil 2009, 181 sayfa

Membranin fiziksel 6zellikleri membran fonksiyonunu belirledigi igin,
model ve biyolojik membranlarda ilag-membran etkilesmelerin incelenmesi, aktif
bir ¢alisma alamidir. Ilaglarin biyolojik etkisinde, ilag-membran etkilesmeleri
hayati 6nem tasir. Ornegin bir ilag molekiiliiniin sistemde reseptdr kismina
ulagmasi, ilaglarin biyolojik membran boyunca transportu ile ilgilidir. Bazi ilaglar
membrana direkt olarak etki eder. Bu nedenle bir ilacin etki mekanizmasini iyice
anlayabilmek icin ilagc-membran etkilesmesini molekiiler diizeyde anlamak

gerekir.

Bu ¢alismada kullandigimiz melatonin ¢ok genis kullanim alanina sahip bir
ilagtir. Bu bakimdan melatoninin etki mekanizmasinin tayini igin yapilan
caligmalar son derece biiylik 6nem tagimaktadir. Melatonin i¢in birgok arastirma
yapilmaktadir. Fakat bu ¢aligmalarin ¢ogu klinik diizeydedir, molekiiler

diizeydeki aragtirmalar sinirlidir.

Bu calismada amacimiz melatoninin gercek hiicre membraniyla
etkilesimini, model membran kullanarak anlamaya c¢alismaktir. Gergek
membranlar ¢ok karmasik yapilar oldugundan molekiiller arasi etkilesmeleri
yorumlamak zordur. Bu nedenle yapi itibariyla gercek membranlarla hemen

hemen ayni oOzelliklere sahip olan, bilesen sayisin1 ve konsantrasyonlarini
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degistirebildigimiz model membranlar ile ¢alisilmistir. Molekiiller arasi
etkilesmeleri incelemek icin, melatoninin lipid faz gecis sicakligi, faz gegis egrisi,
membran diizeni ve membran dinamigi tizerindeki etkileri farkli melatonin
konsantrasyonlart icin arastirilmistir. Calismalar sirasinda Fourier Transform
Infrared (FTIR), Differential Scanning Calorimetry (DSC) ve Floresans
Spektroskopisi teknikleri kullanilarak spektroskopik ve kalorimetrik dlgtimler
yapilmistir. Bu ¢aligmalar sayesinde melatoninin membrandaki etkileri molekiiler

diizeyde saptanarak, membrandaki konumunu tayin etmek miimkiin olacaktir.

Anahtar Sozciikler: Melatonin, membran, FTIR, DSC, Floresans spektroskopi.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE INTERACTION OF MELATONIN
WITH MODEL AND BIOLOGICAL MEMBRANES USING PHYSICAL
METHODS

SAHIN, Ipek
PhD in Physics
Supervisors: Prof. Dr. Nadide KAZANCI
Prof. Dr. Feride SEVERCAN
September 2009, 181 pages

Since the physical properties of membrane determine the membrane
functions, the drug-membrane interactions in model and biological membranes
are an active research area. In the biological effect of the drugs, drug-membrane
interactions have a vital importance. For instance, reachment of a drug molecule
to the receptor part of the system is associated with the transport of the drugs
through the membrane. Some of drugs affect to the membrane directly. Thus in
order to understand the mechanism of action of a drug effectively, it is necessary

to understand the drug-membrane interactions in molecular level.

Melatonin which we have used in this study is a drug which is widely
used. Therefore, the studies for the understanding of the mechanism of action of
melatonin are quite important. A lot of studies are performed with melatonin. But
all of these are clinical, and there is not any research about the action mechanism

of melatonin at molecular level.

Our aim in this study is to find interaction of melatonin with the real cell
membrane by examining their interactions with model membrane. Since real
membranes have very complicated structures, it is quite difficult to study the

intermolecular interactions with them. Therefore, for the investigation, model
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membranes, which have similar properties with the real ones, were used. We can
change the components and the concentration of the components in model
membranes as well. Intermolecular interactions were determined by the effect of
melatonin on the lipid phase transition temperature, phase transition slope,
membrane order and membrane dynamics for different melatonin concentrations.
During these studies spectroscopic and calorimetric measurements were
performed by using Fourier Transform Infrared (FTIR), Differential Scanning
Calorimetry (DSC) and Fluorescence Spectroscopy techniques. The effect of
melatonin on membrane will be determined by the help of these studies in
molecular level. Moreover, the estimation of the position of melatonin on the

membranes will be possible.

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

Bu caligmada, melatoninin, biyolojik membranlara en yakin model olan
lipit membranlar {iizerine etkisi, Fourier Transform Infrared (FTIR),
Diferansiyel Tarama Kalorimetre (DSC) ve Floresans Spektroskopi teknikleri
kullanilarak incelenmistir. Melatoninin, membran yap1 ve akiskanligini,
membran  gecirgenligini  nasil  degistirdigi,  melatoninin  ¢esitli

konsantrasyonlar1 kullanilarak ve sicakliga bagli olarak incelenmistir.

Bu nedenle bu bolimde membran, melatonin ve kullanilan teknikler

hakkinda teorik ve literatiir bilgiler verilecektir.
1.1. CALISMANIN AMACI

[laglarin etkinligi, onlarm hiicre membranlariyla etkilesimine baghdir.
Bu nedenle, ilag-membran etkilesimlerinin anlasilmasi onlarin farmakolojik
performansimni  gelistirmek icin  gereklidir. Bu etkilesimler, ilag
arastirmalarinda ve gelistirmede ¢ok énemli bir faktordiir. ilag molekiillerinin
membranlarla etkilesmesi, membranlarin akiskanlik ve faz gecis sicaklig
gibi oOzelliklerinin degismesiyle gerceklesir. Boyle etkilesimler yalnizca
membranlarin  fizikokimyasal o6zelliklerini  degistirmez, aynm1 zamanda
membranin  igindeki ilacin  lokalizasyonunu, oryantasyonunu ve
konformasyonunu etkiler ve belirler. ilag membran etkilesimleri model yapay
membranlar (¢ift tabakalar, lipozomlar) kullanilarak in vitro olarak
caligilabilir. Model membranlar biyolojik membranlar i¢in bir model olarak
kapsamli arastirmalarin konusu olmustur (Kazanci and Severcan, 2007,
Korkmaz and Severcan, 2005; Boyar and Severcan, 1997). Membranin
fiziksel Ozellikleri membran fonksiyonlarini belirledigi i¢in model ve
biyolojik membranlarda ilag-membran etkilesmelerinin incelenmesi aktif bir
aragtirma alanidir. Dogal membranlarin  karmagsik olmalar1 nedeniyle

caligmalarin biiyiik ¢cogunlugunda membran modelleri olarak saf veya ikili



lipit karigimlar1 kullanir (Dluhy et al.,1983). Model membran ¢alismalarinda
spektroskopik metodlar, biyolojik membranlarin konformasyonel davranisini
aydinlatmada oldukga biiyiik basariya sahiptirler.

Bu calismadaki amacimiz melatoninin negatif yiiklii (DPPG) model
membranlar, nétr (DPPC) ve kolesterol iceren DPPC model membranlar ile
sicakliga ve melatonin konsantrasyonlarina bagli olarak nasil etkilestigini
FTIR, DSC ve Floresans Spektroskopisi teknikleri kullanarak incelemektir.
Lipit membranlara kolesterol eklememizin amact gergek biyolojik
membranlara daha yakin model sistemler elde etmektir.

Daha oOnceki yiiksek lisans calismalarimizda melatoninin  nétr
membranlar (DPPC) kullanarak hazirladigimiz ¢ok katmanli vezikiillerle
(MLV) nasil etkilestigini sicaklia ve artan melatonin konsantrasyonlarina
(%1, %3, %6, %9, %15, %24 ve %30 mol) bagl olarak FTIR ve DSC
teknikleri kullanarak incelemistik. Calismamizin sonucunda melatoninin jel
fazda membran diizenini arttirdigini, hem jel hem de sivi kristal fazda
membran akiskanligini arttirdigini ve membranin karbonil ve fosfat gruplar
ile kuvvetli hidrojen bag yaptigimi bulmustuk. Yiksek lisans
calismalarimizin devami olarak bu ¢alismamizin bir kisminda yine ayni nétr
membranlart kullanarak ve bu sefer biiyiikk tek katmanli vezikiiller (LUV)
hazirlayarak melatoninin membranlarla etkilesimini inceledik. Melatoninin
¢ok katmanli ve tek katmanli lipozomlarla etkilesiminde farkli davranig
sergileyip sergilemedigini gosterebilmek i¢in deneylerimizi bir diisiik (%3
mol) ve bir yiiksek (%15 mol) konsantrasyonlar olmak {izere iki melatonin
konsantrasyonu ile gerceklestirdik.

Melatoninin membranlarla etkilesmesini anlamak, incelenecek sistemin
gercek membranlara benzemesi nedeni ile hem gercek sistemlerdeki
etkilesmeleri anlamamiz acisindan degerli bilgiler verecektir hem de

melatoninin etki mekanizmasini daha fazla anlamamiza yardimei olacaktir.



1.2. BiYOLOJiK HUCRE MEMBRANLARI VE LiPiTLER

1.2.1. Hiicre Membranlarinin Fonksiyonlari
Yagayan biitliin sistemler hiicrelerden olugmustur. Hiicrenin temel
bilesenlerinden biri onu ¢evreleyen ve dis ortamdan ayrilmis bir i¢ ortam

olusmasina izin veren membrandir.

kolezterol

Sekil 1.1 Membran akiskan mozaik modeli (Yeagle, 2004)

Hiicre membrani hiicre i¢i ve dis1 boliimler arasinda bariyer gorevi
yapar. Okaryotlar ek olarak ¢esitli i¢ membranlar icerirler. Bu membranlar
0zel bilesenleri ¢evrelerler ve biyokimyasal reaksiyonlarin ayri bir sekilde
gerceklesmesine izin verirler. Bu nedenle membranlar pek ¢ok karmasik
fonksiyonlar1 yerine getirirler. Membranlar ayn1 zamanda iyonlar ve biiyiik
molekiillerin kontrollii gegisine izin veren bariyerler olarak da rol oynarlar.
Membranlart gecen iyon, pH ve elektrik yiiklerinin gradyenti enerjiyi
depolamada ve bir sinyale hizli cevaplar verebilmek i¢in kullanilir. Materyal
transportu gerekmeksizin membrani gegen sinyal iletimi konformasyonel

degisimlere ugrayan reseptor molekiilleri ile yerine getirilir. Membranlar



ayrica biyokimyasal reaksiyonlar1 kolaylastiran pek ¢ok enzime ev sahipligi
de yapar (Hoppe et al., 1982).
1.2.2. Membranlarin yapisi

Membranlarin temel yapitasi fosfolipit ¢ift tabakadir. Lipit c¢ift
tabakalarda kolesterol, proteinler ve integral membran proteinleri bir arada
bulunurlar. Bazi lipit ve proteinler (glikolipitler, glikoproteinler) karbohidrat
modifikasyonlar tagiyabilirler. Protein/lipit oran1t membran tipine bagli olarak
degisir. Akigkan mozaik model, protein molekiillerinin fosfolipit matrixte
rastgele dagildigimi varsayar (Singer and Nicolson, 1972). Bununla birlikte,
lipit-lipit etkilesimlerinin temelinde membran iginde 06zel bolgelerin de
olusumu miimkiindiir. “Raft” hipotezine gore (Simons and Toomre, 2000)
mikronalti skalada, “sivi-diizenli” faza benzer Ozellikler tasiyan bolgeler
olusur. Bu boélgeler siniflandirma ve sinyalizasyon gibi hiicresel islemlerde
fonksiyon sahibi olabilirler.

Lipit c¢ift tabaka iki molekiil kalinliginda lipitlerden olusur ve yari
gecirgen bir membran olarak isimlendirilir. Bunun anlami bazi molekiillerin
yapidan serbestge gecmeye izinli olmalar1 demektir; yiiklii iyonlar ve biiyiik
molekiillere kars1 gegirmezlik gorevi yaparken, lipit de eriyebilen pargalar
icin gegirgendir. Lipit ¢ift tabaka biyolojik membranlarin fonksiyonlarmin
anlasilmasinda 6nemli rol oynar.

1.2.3. Membran Bilesenleri
1.2.3.1 Lipitler

Biyomembranlarda {i¢ ana tip lipit vardir: Fosfolipitler, steroller ve
glikolipitler. En 6nemli ve en ¢ok var olan lipit bileseni ise fosfolipitlerdir.

Lipitlerin, insan organizmasinda, depo ve yapisal fonksiyonu énemlidir.
Trigliseridler, enerji yedegini olusturmak iizere depolanirlar ve depo lipitler

olarak bilinirler. Membranlarin ve steroid hormonlarin, vitamin D gibi bazi



onemli maddelerin yapisini olusturan fosfolipitler, glikolipitler ve kolesterol,
yapisal lipitler olarak bilinirler.

En genel ve belirgin ozellikleri sulu ortamlarda ¢oziinmezlik olan
lipitler kimyasal olarak farkli bilesiklerdir ve bu nedenle biyolojik
fonksiyonlar1 da cesitlilik gosterir: 1) Notral yaglar olarak bilinen
trigliseridler, bircok organizmada enerji i¢in baslica yakit deposudur. 2)
Fosfolipitler ve steroller biyolojik membranlarin yap1 taslaridirlar. 3)
Nispeten kiiclik miktarlarda bulunan baz lipitler, enzim kofaktorleri, elektron
tasiyicilari, 151k absorbe eden pigmentler, emiilsifiye edici ajanlar, hormonlar

ve intraselliiler haberciler olarak ¢ok 6nemli fonksiyonlara sahiptirler.

polar membran lipitleri
noiral lipitler
fosfolipitler glikolipitler
triazilglizreroller glirerofozfolipitler sfingolipidler
yaf azidi ¥ag asidi

yag asidi yag asidi yag asidi ¥yag asidi

glirerol

glizerol

sfingozin
¢ sAngozin

ya asidi Pl alkol E\F, kolin galakioz

Sekil 1.2 Lipit Bilesenleri (Hoppe et al., 1982)

Lipitler, biyolojik kaynakli organik bilesiklerdir. Lipitlerin yapilarinda
C, H, O bulunur; ayrica N, P, S gibi elementler de bazi lipitlerin yapisina
girerler; O miktari, C ve H atomlarina oranla daha azdir. Lipitler, yag
asitlerinin esterleridirler ya da esterlesebilen bilesiklerdir; temel yap1 taslari

yag asitleridir. Lipitler, suda ¢éziinmeyen, apolar veya hidrofob bilesiklerdir.



Ancak yapilarinda hidroksil (—OH’) ve karboksil (—~COOH) gruplart gibi

polaritesi fazla olan hidrofilik gruplar fazla miktarda iceren lipitler suda
kismen c¢oziinebilirler. Lipitler, kloroform, eter, benzen, sicak alkol, aseton
gibi organik c¢oziiclilerde c¢oOziinebilirler; bulunduklart bitkisel ya da
hayvansal dokulardan bu ¢oziiciilerle ekstrakte edilebilirler. Lipitlerin enerji
degerleri yiiksektir; ancak yanma i¢in karbonhidrat ve proteinlerden daha
fazla oksijene gereksinim gosterirler.
Fosfolipitler:

Fosfolipitler membranlarin temel yap1 taglarini olustururlar. Gliserol ve

li¢c yag asidi zincirinden olusan lipitlerden farkli olarak fosfolipitler sadece iki

yag asidi igerir. Gliserol ya da sfingozinden tiiremislerdir.
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Sekil 1. 3 L1p1t tiirleri (Hoppe et al 1982)




Karbon savise: ¢ift b sayass| Zincirisni
12: 0 lorol
-0 miriziol
16: 0 palmitel
15: 0 sterol
18 : 1 oleol

Taarm isim Krsesltme
fozfatidilkolin P
fosfatidiletanolamin PE

| fosfatidilrerin s
fozfatidilinozitol Pl

Cizelge 1.1 Zincir ve bas grup isimleri

Fosfogliseridler (gliserofosfolipitler) bir fosfat igerirler. Gliseroliin iki

karbonuyla esterlesmis iki yag asidine ve iicilincii karbonla esterlesmis bir

fosforik asit grubuna sahiptirler.

Biyomembranlardaki en yaygin fosfolipit tipi fosfatidilkolin (lesitin)dir.

Hidrofilik bas olarak fosfata sahiptir.

Lipid Ismi Kisaltma
1,2-dilorol-sn-glisero-3-fosfokolin DLPC
1,2-dimiristerol-sn-glisero-3-fosfokolin DMPC
1,2-dioleol-sn-glisero-3-fosfokolin DPPC
1,2-dimiristerol-sn-glisero-3-fosfokolin DOPC
1,2-dipalmitol-2-sn-glisero-3-fosfoetanolamin DPPE
1-palmitol-2-oleol-sn-glisero-3-[fosfo-L-serin] POPS
1,2-dipalmitol-sn-glisero-3-[fosfo-L-serin] DPPS

Cizelge 1.2 Lipit isimleri ve kisaltmalari
Membran Tipi PC | PE P§ PI SM | Glyeol. | Chol. | Digerlen
(a) Insan eritrosit 0 | 18 | 7 3 18 3 2 1
plasme membmm
{b) Memeli wkciger 18 12 7 3 12 8 19 21
plasma membmm
{c) Golgi membruni 25 ! 3 b T 0 8 13

Cizelge 1.3 Dogal membranlarda % agirlik oraninda bulunan lipit bilesenleri




Fosfat grubu sirasiyla; etanolamin, kolin, serin ya da inositol gibi bir
alkolle esterlesmistir. Sfingomiyelin sfingozinden olusur. Gliserolden farkli
olarak uzun bir hidrokarbon zincir igerir. ikinci hidrokarbon zincir yine ester
bagl bir yag asidi ile elde edilir. Bas grup icin, sfingozin, bir koline ester
bagli olan bir fosforik asit ile esterlenmistir.

Yag asidi zincirleri genellikle 14 ile 24 arasinda ¢ift sayida karbon
atomu igerirler. En yaygin olanlar1 16 ve 18 dir. Normalde doymus ve/veya
cis konfigiirasyonunda bir ya da daha fazla ¢ift bag igerirler. Asil zincirler ve

bas gruplari i¢in baz1 yaygin isimler Cizelge 1.1° de verilmistir.

1.3. LIPIT YAPILARININ OLUSUMU

Membran lipitlerinin hepsi amfifilik (amfipatik) tir. Hidrofilik polar
gruba ve hidrofobik hidrokarbon gruba sahiptirler. Tek bir lipit
molekiiliindeki bu ikilem (Ying-Yang 6zelligi) sulu ortamda lipit ¢ift tabaka
olusumunun ana faktoriidiir. Her bir fosfolipit molekiiliiniin hidrokarbon
zincirlerinin biri komsu karbon atomlar1 arasinda bir ya da daha fazla ¢ift bag
icerir. Icerdikleri ¢ift bag sayist doymamushgn gosterir. Hidrokarbon
zincirlerin uzunlugu ve doymamishg ¢ift tabaka i¢indeki paketlenmelerini
oldukca etkiler. Kisa zincirler hidrokarbon kuyruklarin birbirleriyle
etkilesimini azaltir. Bu oOzellikler lipit cift tabakanin akigskanligini arttirir.
Membranlar pek c¢ok tip fosfolipit icerirler ve bu fosfolipitlerin bagil oranlari
membranlar arasinda farklidir. Silindirik sekle sahip olmalar1 ve amfifatik
dogalar1 sebebiyle bu molekiiller soliisyonda kendiliginden c¢ift tabaka
olustururlar. Amfifatik fosfolipitler diger amfifilik molekiiller gibi iki zit
kuvvete baghdirlar: Hidrofilik bas grubu suyu severken hidrofobik
hidrokarbon zincirler sudan kagarlar ve diger hidrofobik molekiillerle bir
araya gelmek isterler. Bu celigki sulu ortamda lipit cift tabaka olusumu ile

ortadan kalkar. Amfifatik molekiilleri ¢ift tabaka olusturmak igin bir araya



getiren bu kuvvetler aym1 zamanda ¢ift tabakanin kendinden yalitilmis
Ozelliginin de sebebidir. Bu 6zellik onemlidir ¢iinkii lipit ¢ift tabakadaki
herhangi bir yirtikk su ile bir sinir olusturacaktir, bu da istenmeyen bir
durumdur. Bu nedenle ¢ift tabaka molekiilleri bu sinir1 yok etmek igin
kendiliklerinden toplanacaklardir. Yirtik eger kiiclik ise cift tabaka kendi
kendini yeniler. Yirtik biiyiikk ise tabaka lipozomlar olusacak sekilde
vezikiillere ayrilabilirler (Tien and Ottova-Leitmannova, 2000).

Lipitlerin kiimelenmesi bir araya gelmesi kendiliginden olusan bir
islemdir. Bu islem lipitlerin van Der WAALS, hidrofobik, elektrostatik
etkilesimleri ve hidrojen baglanma ile gerceklesir.

Hidrofobik bir molekiiliin sulu bir ortamda bulunmas: entropik olarak
olduk¢a istenmeyen bir durumdur. Su molekiilleri hidrofobik molekiil
cevresinde hidrojen bagi olusturmaya zorlanir, bu durumda da molekiilsel

sikigma ile olusan yapilar olusur.

= 0 0
N=1 X, p} N X

(a) (b)
Sekil 1.4 Hidrofobik Kuvvet Prensibi (Israelachvili, 1991).

Sekil 1.4 (a)’ da goriildigii lizere bu yapilar HO molekiillerinin
yiiksek diizenini dolayis1 ile de diisiik entropiyi gosterir. Hidrofobik
molekiiller bu sikisik yapilarda kiimelenme egilimi gosterirler. Lipit
kiimelerinin kendiliginden olusma islemi su sekilde agiklanabilir: membran
lipitleri polar hidrofilik bir bas gruba ve iki uzun hidrokarbon zincirlerine

sahiptirler. Bu zincirler olduk¢a hidrofobiktirler. Bu zincirleri hidrofobik bir
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ortamdan sulu bir ortama transfer etmek ic¢in biiylik enerji gerekmektedir
(Bray and Alberts, 1994).
AG = Uy gedisperea = s = -RT In (Xearc)

formiiliine gore, kimyasal potansiyellerdeki bu biiyiik fark fosfolipitler i¢in
“kritik misel konsantrasyonu” nun oldukca kii¢iik olmasina neden olur. Kritik
misel konsantrasyonu serbestce dagilmis lipit molekiillerinin % 50’sinin
misellerle ilgili oldugu lipit konsantrasyonudur. Iki zincirli 16 karbonlu bir
fosfolipit i¢in tipik deger AG =75 kJ/mol ~30 RT dir ve iki zincirli
fosfolipitlerin kritik misel konsantrasyonu genellikle 10 "> M altindadir.

Amfililik molekiiller bu nedenle olduk¢a yiiksek bir kiimelenme egilimi
gosterirler. Bununla birlikte misel ya da ¢ift tabaka olusumu lipit sekline ve
paketlenmesine baghdir. Bir amfifil geometrisi {i¢ parametreye baglidir:

1) Bas grup tarafindan kaplanan en uygun ylizey alani; ay. Komsu
molekiiller arasindaki elektrostatik itme kuvvetleri yiiziinden bu
durum yiikli lipitler i¢in kuvvetli bir sekilde pH ve soliisyon iyonik
kuvvete baghdir.

2) Misel boyutunun en ist limitini belirleyen hidrokarbon zincir
uzunlugu; /.

3) Hidrokarbon kuyrugun molekiiler hacmi; v.

Ozetle bir lipit kiimesinin son sekli esas olarak lipit bilesenlerinin sekline

baghdir =

En basit lipit yapilar kiiresel yapilardir. Misel denilen bu yapilarda lipit
zincirleri merkeze yonelmigken bag gruplar kiire yiizeyini olusturur. Sekil

1.5’ te lipit molekiillerinin paketlenme 6zelliklerinin etkisi goriilmektedir.



11

Hidrofobik
gekme Hidrofilik itme

Sekil 1.5 Misel olusturan lipit molekiilleri. Intermolecular&Surface

Forces (Israelachvili, 1991).

Misel olusturan lipitler biiyiik bir bas grup alanna (ay) ve kisa bir
hidrokarbon zincir hacmine v sahip olmalidir. Boyle lipitler koni sekline
sahip lipitler olarak adlandirilir.

Cift tabakali yapilar i¢in, bag grup alaninin kiigiik, hidrokarbon zinciri
hacminin ise biiyiik olmasi1 gerekir. Bu yapilart silindir seklindeki lipitler

olustururlar. Bu durumda sekil faktorii =

olmalidir.

Cift tabakalar genellikle iki hidrokarbon zincirli lipitlerden olusurlar
(Sekil 1.6a). Diizlemsel bir ¢ift tabakada, hidrofobik ortam yapinin ortasinda,
hidrofilik baglar ise sulu ara yiizeyde bulunurlar. Fakat boyle bir diizlemsel
cift tabakanin kenarinda hidrokabon zincirler suya maruz kalirlar (Sekil
1.6¢). Bu nedenle yap1, bu kenarlari, sulu ortamdan, agik kenar1 bir digeri ile
birlestirerek korumaya egilimli olacaktir. Bunun sonucunda da kiiresel

vezikiil yapilart olusur (Sekil 1.6d). Giiglii i¢ yanal basing gozenek
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olusumunu engeller. Lipit ¢ift tabaka bu nedenle kovalent olmayan

etkilesimlerle oldukea etkin bir sekilde bir arada tutulur.

N \ o
W S5 ==
() Lipid molekili :E':;‘;: = tf:-id;__ﬂiﬂh
(1) Misel E — ——
—— ——

}IIITHHMIIM 2, (\&\f\i@

7
g U

Sekil 1.6 Lipit Yapilar (Israelachvili, 1991).

Bazi lipit kiimelenme yapilar1 ve buna bagh sekil faktorleri ve lipit

gosterimleri Sekil 1.7°de verilmistir (Israelachvili, 1991).
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s
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Sekil 1.7 Lipitlerin kendi sekil faktorlerine bagli olarak farkli kiimelenme

yapilarini olusturmalari (Israelachvili, 1991).
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Membran fonksiyonlari i¢in 6nemli olan lipit ¢ift tabaka, diger
membran bilesenleri i¢in iki boyutlu akigkandir. Hiicre i¢i ve disinin sulu bir
ortam olmasit membran lipitlerinin ¢ift tabaka disina ¢ikmalarin1 engeller.
Akiskanlik bu molekiillerin  hareket etmelerine, eksenleri etrafinda
donmelerine ve termal hareketler ile ¢ift tabaka diizleminde yer
degistirmelerine izin verir. Bu yer degistirme membran diizleminde ani bir
difiizyona neden olur.

Fosfolipit molekiilleri ¢ift tabakanin bir kismindan diger kismina
oldukca nadir de olsa gegebilirler. Bununla birlikte belirli enzimler bu islemi
kolaylastirir. “Flip-flop” ad1 verilen bu hareket ¢ok yavastir.

Bir hiicre i¢in membran akigskanligi pek ¢ok nedenden dolay1 6nemlidir.
Akiskanlik membran proteinlerinin membran diizleminde yayilmasina izin
verir ve proteinlerin sinyal iletimi gibi fonksiyonlar i¢in gerekli olan
birbirleriyle etkilesimlerine izin verir. Ayrica hiicre bdliindiiglinde membran
bilesenlerinin hiicreler arasinda dengeli bir sekilde dagilmasini saglar.

Lipit ¢ift tabakalar1t faz gecisi adi verilen durum degisikligine
sahiptirler. Belirli sicakliklar altinda ya da iizerinde donarlar ya da erirler.
Diisiik sicakliklarda lipitlerin hidrokarbon zincirleri sikica paketlenmis
durumdayken (jel faz) faz gecisi lizerinde lipit ¢ift tabaka sivi kristal ya da
akiskan fazdadir. Faz gecisi membran lipitlerinin paketlenmesinde ve hareket
yeteneginde sicakligin neden oldugu degisimlerden ileri gelir. Lipit faz
gecisinin meydana geldigi sicaklik, lipitlerdeki yag asitlerinin uzunlugu ve
doymamislik derecesi olmak iizere iki faktore baglidir. Uzun zincirli lipitler
yiiksek sicakliklarda akigskan olurken, doymamis zincirler diisiik sicakliklarda
akigkan olurlar. Membran akigskanligindaki artig, lipit molekiillerinin
membran diizleminde lateral diflizyon yapabilmesi demektir. Lateral

difiizyon olduk¢a hizlidir ve lipitler saniyeler i¢inde hiicrenin bir basindan
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digerine difiiz olabilirler. Bununla birlikte, “flip-flop” hareketi olduk¢a yavas
bir harekettir.

1.3.1 Biyolojik Membran Modelleri:

Biyolojik membran modeli olarak iki tip deneysel ¢ift tabaka lipit
membran sistemi gelistirilmistir. Birincisi; sulu soliisyon arasinda var olan
diizlemsel lipit ¢ift tabaka membrani, ikincisi ise lipozom olarak bilinen lipit
mikro vezikiilleridir. Ikinci sistemde kiiresel sekle sahip lipit ¢ift tabaka sulu
solisyonu c¢evreler. Bu iki sistem birbirini tamamlayicidir ve
biyomembranlarin 6zelliklerinin ve dinamik fonksiyonlarinin anlagilmasinda
katkida bulunurlar.

Biyolojik membranlarin fiziksel ve fizikokimyasal olarak anlagilmasi
icin molekiillerin ve molekiiler kiimelenmelerin, fonksiyonel o6zelliklere ve
cesitli  konfiglirasyon ayrintilarina olan katkilarinin  degerlendirilmesi
gerekmektedir. Biyolojik membranlarin karmagikligi nedeniyle bu tip
iligkileri anlamak olduk¢a zordur.

Model sistemler ¢alisilarak; lipitlerin, proteinlerin, karbohidratlarin
yapisal ve fonksiyonel iligkisi hakkinda, sinyal iletimi, enerji transdiiksiyonu
ve transport gibi islemlerin mekanizmasi1 hakkinda daha ayrintili bilgi elde
edilebilir.

Iyi bir deneysel biyomembran modeli i¢in, kimyasal bilesim, membran
kalinligi, cevresel faktorler ve uygulama kolayligi gibi bazi Olgiitler
gereklidir. Yapay model membranlar iizerinde yapilan c¢aligmalar biyolojik

membranlar1 anlamaya yonelik tamamlayici ¢aligsmalardir.
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1.3.1.1 Lipozomlar ve Lipozom Cesitleri:

Biyolojik membran c¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan ikinci tip model
sistem, kapali kiiresel lipit ¢ift tabaka membranlar1 ya da amfifatik lipitlerin
sulu ortamda ¢alkalanmasiyla olusan lipit mikro vezikiillerdir.

Fosfolipit molekiilleri lipozom adi verilen ve misellerden daha biiyiik
olan kiiresel lipit ¢ift tabakalar olustururlar (Sekil 1.6d). Su ig¢inde
karistirildiklarinda fosfolipitler kendilerini, benzer yerlesimde yan yana
dizilerek ve hidrokarbon zincirlerin kuyruklar1 yukariya gelecek, polar bas
gruplar ise asagiya gelecek sekilde ayarlarlar. Lipozomlar bir ya da birden
fazla lipit ¢ift tabaka icerebilirler. Bu vezikiiller distan ice dogru boyutlar
azalarak, es merkezli fosfolipit coklu tabakali yapilar olustururlar. Cift tabaka
lipit membranlara benzer olarak lipozomlar, c¢ogunlukla fosfolipitlerin
kullanildig1 dogal ve yapay lipitlerden hazirlanirlar. Bu fosfolipitler notr ya
da yiklii olabilirler. Lipozom hazirlarken, igerik sizintisini engelleyerek
stabiliteyi arttirmak i¢in kolesterol de kullanilir. Lipozomlar 20 nm’den 100
um’ ye degisen caplarda hazirlanabilirler.

Tek katmanli (unilamellar) vezikiiller boyutlarma gore iki sinifa
ayrilirlar; 1000 A altindaki vezikiiller kiigiik tek katmanli (Small Unilamellar
Vesicles-SUV) vezikiiller olarak kabul edilir, bundan daha biiyiik capl
vezikiiller ise biiyiik tek katmanli (Large Unilamellar Vesicles-LUV)
vezikiiller olarak adlandirilir. Tek katmanli vezikiiller ¢ok katmanl
(Multilamellar  Vesicles-MLV) vezikiillerden hazirlanir (Szoka and
Papahadjopoulos, 1980). LUV’ler daha dayanikli olup wuzun siire
saklanabilirler. SUV’ler ise vezikiilii olusturan lipitin faz gecis sicakliginin
altinda kolayca eriyip birbirleriyle kaynasabildikleri i¢in dayanikli degillerdir
(Sekil 1.8).
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Sekil 1.8 Boyutlarina goére vezikiill c¢esitleri (Szoka and

Papahadjopoulos, 1980).

Lipozom bilesenleri secilirken fosfolipitlerin karaktersitik jel-sivi
kristal faz gecisine ugradigi smektik mezofazlar olusturdugu géz Oniinde
bulundurulmalidir. Bu gegis sicakliginin altinda, fosfolipitlerden olusan
vezikiiller kat1 yapida, gecis sicakliginin istiinde ise vezikiiller akigkan
yapidadir (Chapman, 1975; Lee, 1975; Melchoir and Steim, 1976; Phillips,
1972). Gegis sicakligi asil zincir uzunlugunun bir fonksiyonudur. Doymamis
asil zincirlerin varligt ge¢is sicakliginin  diismesine neden olur.
Fosfatidilserin, fosfatidilgliserol gibi fosfolipitlerin bas gruplari da bu gegis
sicaklig1 lizerinde etkiye sahiptir.

Lipozomlar olusturulurken, lipitlerin, gecis sicakliklarinin iizerinde bir
sicaklikta  sulandirilmasi1  gereklidir.  Lipozomlar  farkli  fosfolipit

karigimlarindan hazirlanabilirler.
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Sekil 1.9 Lipozomun hiicreye ilave edilmesi.

Lipozomlar ilag tasiyicilar1 olarak kullanilirlar. Bir lipozom sulu
soliisyon tlizerindeki bir bolgeyi sarip kusatabilir. Yapilart geregi hem
hidrofilik hem de hidrofobik molekiilleri tasiyabilirler. Molekiillerin gereken
yere tasinmasi i¢in lipozomlar hiicre membrani ile kaynasabilirler.
Lipozomlar hiicre membraninin dis yiizeyine ulastiklarinda, membranin bir

pargasi olarak kabul edilirler (Sekil 1.9).

1.3.2 Molekiiler Etkilesim Cesitleri

1.3.2.1 Molekiiler Etkilesme Enerjileri

Atom ve molekiillerin sivi ve kati i¢inde nasil organize oldugunu
anlamamiz acisindan molekiiller arasi etkilesimler onemlidir. Maddeler;
atomlar, iyonlar ve molekiiller arasindaki etkilesmelere bagli olarak bir araya
gelip diizenlenmektedirler. Bu etkilesimler yiiklerin tiirlerine bagl olarak ti¢

kategoride smiflandirilabilirler. Coulomb etkilesimi, daimi yiiklerin
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elektrostatik etkisinden; van der Waals etkilesimi, komsu molekiillerin
(atomlarin veya iyonlarin) indiiklemesiyle ortaya ¢ikan ani polarizasyon
etkisinden kaynaklanir. Ugiincii etkilesim tiirii de kuantum mekaniksel olarak
ortaya ¢ikan kisa erimli giiclii bir itme etkisidir (Zhang et al., 2002; Kocevar,
2001; Mortimer, 1993).

1.3.2.1.1 Coulomb Etkilesimi

Coulomb etkilesimi yiiklii parcaciklardan kaynaklanir ve yiiklerin

isaretine bagli olarak pozitif veya negatif olabilir.

(i) Iyon-iyon etkilesimi

E=(Ze)(Z,e)/Anex (1.1)

Burada E etkilesme enerjisi, Z; ve Z, iyonlarin valans degeri (veya
yuklerin sayisi), e elektronik yiik, €, boslugun dielektrik sabiti ve x iki
iyon arasindaki uzakliktir (Zhang et al., 2002; Kocevar, 2001;
Mortimer, 1993).

(i)  Iyon-dipol ekilesimi

E=(Ze)ucosb/4ne x” (1.2)
Burada p dipol moment ve 6 merkez ¢izgisiyle dipol ekseni arasinda

kalan agidir.
(iii)  Dipol-dipol etkilesimi

E=(sabit)p, to/4neox’ (1.3)



20

Denklemdeki sabit deger dipoller arasindaki bagil yonelime gore
degismektedir. Paralel dipoller i¢in sabit 2 iken dipoller birbirine antiparalel

oldugunda sabit -2 degerini alir. Dipollerin birbirlerine gore diger yonelimleri

i¢cin sabit \/5 olarak almabilir (Zhang et al., 2002; Kocevar, 2001; Mortimer,
1993).

1.3.2.1.2 Van der Waals Etkilesimi

Komsu molekiiller, atomlar veya iyonlarin etkisiyle ortaya ¢ikan ani
polarazisyon van der Waals etkilesimin kaynagini olusturmaktadir ve her

zaman negatif yani ¢ekici bir etkiye sahiptir.
(1) Kalic1 dipol-indiiklenmis dipol etkilesimi (Debye etkilesmesi)
E=(01 g2 +02 117 )/(4me) %" (1.4)
Burada a; ve a; iki dipoliin kutuplanabilirligidir.

(i1)) Kalici dipol-kalic1 dipol etkilesmesi (Keesom etkilesmesi)

kutuplanabilirligin donme etkisinin ortalama katkisini igerir.
E=-(2/3) p} 112 | (4me, )’ kTx° (1.5)
Burada k Boltzman sabiti ve T mutlak sicakliktir.
(iii) Indiiklenmis dipol-indiiklenmis dipol (London Etkilesmesi)

E=-(31/3)[v102/(01+02)] o 00/(47E, ) *x° (1.6)
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Burada % Planck sabiti ve v elektronun karakteristik titresim

frekansidir (Zhang et al., 2002; Kocevar, 2001; Mortimer, 1993).

1.3.2.2 Makroskobik Etkilesme Enerjileri

Yukarida atomlarin birbirleriyle etkilesmeleri durumunda ortaya ¢ikan
kuvvetlerden bahsedilmektedir. Eger bir¢ok atomdan olugsan makroskopik
yapilar varsa, bu durumda van der Waals ¢ekim enerjisi her bir atomdan

gelen katkilarin toplami olarak diisiiniilebilir.

Makroskopik cisimler arasindaki elektrostatik etkilesmeyi nicel olarak
analiz etmek van der Waals etkilesimini analiz etmekten daha zordur.
Genellikle yiiklii yiizeyin iki bolgeden olustugu diisiiniiliir ve bu ¢ift tabaka
yapisi olarak da adlandirilir (Zhang et al., 2002; Kocevar, 2001; Mortimer,
1993).

Toplam etkilesme enerjisi, elektrostatik itme ve van der Waals
cekiminin toplamidir. Yiiksek yiizey potansiyeli i¢in itme biiytiktiir ve toplam
etkilesme pozitiftir. Birbirine yaklasan parcaciklarin enerjisi meydana gelen
enerji engelini agmaya yetemeyeceginden pargaciklar birbirlerinden ayri
kalacaklardir. Diisiik yiizey potansiyeli i¢in itme giiclii degildir ve toplam
etkilesme enerjisi c¢ekicidir. Bu sartlar altinda pargaciklar birlesik salkimlar
meydana getirecek sekilde bir araya gelirler (Zhang et al., 2002; Kocevar,
2001; Mortimer, 1993).
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1.3.2.3 Hidrojen Bagi, Hidrofobik ve Hidrofilik Etkilesmeler

Hidrojen Bagi: Su molekiilii polar bir molekiildiir ve tetrahedral bir
yapiya sahiptir. Pozitif ylklii iki hidrojen atomu bir tarafa yonelirken, iki
degerlikli oksijen atomu diger tarafa (zit yonde) yonelir. Pozitif polarize olan
hidrojen atomu komsu elektronegatif atomlarla giiclii bir sekilde etkilesebilir
ve elektrostatik bir bag olusur (hidrojen bagi). Genellikle karsilasilan
hidrojen bagi, su ile O, N, F ve Cl gibi elektronegatif atomlar iceren
molekiiller arasindadir (Mortimer,1993; Jonsson et al., 1999).

Hidrofobik Etkilesme: Su molekiilii alkan, hidrokarbon ve florakarbon
gibi rijit bir yiizeye yaklastiginda molekiil yeniden diizenlenme geregi
hisseder. Tetrahedral su molekiilii lizerindeki dort yiik yiizeyden disar1 dogru
yonelirken molekiil yeniden diizenlenir. Bdylece su molekiilii iizerindeki
yukler rijit yiizeyle etkilesimlerini minimize etmis olurlar. Rijit yiizeye yakin
su molekiillerinin yeniden bu sekilde diizenlenmesi su ile etkilesmeyi
sevmeyen-sudan korkan (hidrofobik) bir tabaka olusmasin1 saglar.
Hidrofobik hidrasyon sonucunda, polar olmayan molekiiller ile yiizey
arasinda olusan etkilesim hidrofobik c¢ekim olarak adlandirilir. Enerjiyi
minimize etmek icin rijit yiizeyle etkilesime giren su molekiilleri serbest su
molekiilleriyle karsilagtirlldiginda daha diizenli yapida olacaklardir.
Hidrofobik ¢ekim kuvvetlidir ve uzun erimli olup daha 6nce bahsedilen van
der Waals etkilesimi olarak g6z Oniine alinamaz (Mortimer,1993; Jonsson et

al., 1999).
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Hidrofilik Etkilesme: Belirli hidrofilik (suyu seven) molekiiller ve
gruplar (yiiklii iyonlar, molekiiller, polar molekiil ve gruplar, hidrojen bag
kapasiteli molekiil ve gruplar) suda ¢oziiniirler ve su disindaki molekiilleri
iterler. Sudan korkan molekiillerin tersine suyu seven (hidrofilik) molekiil ve
gruplar su ile etkilesim i¢inde olmayi tercih ederler. Bazen su molekiilleri bu
hidrofilik molekiillerle birlesebilir. Su iginde dagildiklarinda hidrofilik
molekiiller su aginin diizenini artirmaktan ¢ok azaltma egilimindedirler

(Mortimer,1993; Jonsson et al., 1999).

1.4 LiPiT CiFT TABAKA TERMODINAMIGI
1.4.1 Lipit Fazlar:

Fosfolipit fazlar1 olduk¢a cesitlidir. Saf maddelerin erimeleri gibi
birinci dereceden faz gecisleri kiiclik bir sicaklik araliginin iizerinde enerji
emilimi sonucu meydana gelir. Termal enerjinin absorplanmasi biitiin
atomlarin titresim enerjilerinin biiytlikliiklerindeki artis ile sonuglanir. Baglica
sonuclarindan biri hidrokarbon zincirlerin all-trans konformasyonunun, bas
gruplarin iyonik agini bozmak i¢in gereken sicakligin altinda bir sicaklikta
rotasyonel izomerizasyon tarafindan bozulmasidir. Bu nedenle erime islemi
enerji gereksinimlerinden bagimsiz olmak ya da gecis sicakligi olmak iizere
iki agsama gerektirir.

All-trans durumdan kisa yasam siiresine sahip diger zincir
konformasyonlarina gegis, diizenden diizensizlige, katidan siviya, all-trans
durumdan rotasyonel diizensizlige ve jelden sivi kristale gibi pek ¢ok isim
alir. Jel fazdan sivi kristal faza ge¢is, eriyen hidrokarbon zincirlerin sivi
kristal dogasinda olmasi demektir. Burada molekiiller sivi fazin hareketsel
Ozgiirlik derecesine sahiptir bu da 6rnegin y1gin 6zelliklerinde anizotropiye

yol acar.
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Fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin ve sfingomiyelinin erime noktalari
diger lipitlere gore hidrokarbon zincir uzunlugundan bagimsizdir. Diger
yandan bas gruplan ile gii¢lii bir sekilde etkilesmeyen fosfatidik asitlerde
erime islemi tamamiyla hidrokarbon zincirler arasindaki kontak dagilimindan
olusur ve zincirler arasindaki kuvvetler uzunluk ile arttig1 i¢in erime noktasi
da artar. Yiiksek erime noktasina sahip amfifillerde bu deger 6nemli derecede
hidrokarbon zincir uzunluguna baglidir. Zincirlerin erimesi fosfatidik asidin
erimesine benzerdir. Bu da zincirler arasindaki van der Waals kuvvetleri
lizerinde termal enerjinin ne kadar 6nemli oldugunu gosterir (Silver, 1985).

Fosfakolinler gibi cift tabakali yapilar olusturan fosfolipitler i¢in fazlar
artan sicaklikla Lo/L, Lg/Lp, Pp ve L, seklinde degisir. Faz sembollerindeki
() isaret fazlardaki egilmis alkil zincirlerini ifade eder. En diisiik
sicakliklarda baska alt fazlar da wvardir. Diisiik sicaklik L. fazi, alkil
zincirlerinin hepsinin trans konfigiirasyonunda oldugu ve bas gruplarin da
oldukg¢a diizenli oldugu kristal benzeri bir fazdir (Raghunathan and Katsaras,
1995).
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Sekil 1.10 Fosfolipit fazlarin sematik gdsterimi (Fazlarin soldan saga dogru
sirast Lg, Pp ve L, seklindedir. Yukaridaki siyah barlar membranin enine

kesitini gostermektedir) (Alakoskela, 2005).
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Jel faz olarak adlandirilan Lg fazi alkil zincirlerinin hepsinin trans
konfigiirasyonunda bulundugu bas grup dipol 6rgiisiiniin ise diizensiz oldugu
bir fazdir (Sekil 1.10). Lo ve Lg fazlarindaki lateral difiizyon asir1 derecede
yavas oldugunda (Raghunathan and Katsaras, 1995), tekrar diizenlenme
fazlar arasindaki gecislerle ilgilidir. Sicaklik arttiginda fosfakolinler ve diger
fosfolipitlerde dalgali jel benzeri bir faz olan Py fazina bir gegis olur. Bu
gecis “On gecis” olarak adandirilir ve bu gecisten hemen sonra sivi kristal L,
fazina gecis olur. L, faz1 karbon zincirlerindeki diisitk konformasyonel diizen
(daha diisiik i¢ diizen) ve diisiik Oteleme diizeni (daha diisiik paketlenme
diizeni ve daha yliksek 6teleme difiizyonu) ile karakterize edilir. Bu nedenle
son zamanlarda sivi-diizensiz faz (Lq) tanimlanmistir.

Steroliin en yaygin tipi olan kolesteroliin eklenmesi, jel fazdan sivi
kristal faza gecisin hep birlikte olmasina engel olur. NMR c¢aligmalar1 bunun
nedeninin baska bir denge fazi olan sivi-diizenli (L,) fazina gecisin var
oldugunu gostermistir. Bu fazda hala jel fazdaki gibi yiiksek konformasyonel
diizen vardir fakat 6teleme diizeni L, fazinda oldugu gibi hala azdir (Meyer et
al., 1997; Vist and Davis, 1990; Ipsen et al., 1987). Teorik c¢aligsmalar
(Nielsen et al., 1999), karbon zincirlerinin diizen-diizensizlik gegcisleri ile
paketlenmenin  diizen-diizensizlik  ge¢islerinin  birlikte =~ olmasinin
gerekmedigini gosterir ki bu da L, fazinin olusumunu destekler. Bununla
birlikte, deneysel caligmalar L, fazinin tek lipitden olusan yapilarda
bulunmadigin1 sadece sterol iceren ikili lipit sistemlerinde bulundugunu
gostermistir.

Pg fazinda, alkil zincirlerinin trans — gauche izomerizasyonu, Lg ve L,
fazlar1 arasinda bir durumdadir. L, faz1 frans— gauche izomerizasyonun
onemli derecede oldugu buna bagli olarak da hizli lateral diflizyonun oldugu
akigkan bir fazdir. Trans— gauche izomerizasyonun jel ve akiskan faz

arasinda ortada oldugu bilinirken, dalgalanmalardaki bu  zincir
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diizensizliginin tam dagilimi belirsizdir (Nagle and Tristram-Nagle, 2000). Pg:
fazindan ya da direkt olarak Ly fazindan L, fazina gecis esas faz gegisi olarak
tanimlanir. Fazlarin bazi 6zellikleri Sekil 1.10°da gosterilmis ve Cizelge
1.4°de listelenmistir.
e ——

Lipid ve Ozellikler LiyFazinda Py Fazinda L. Fazmmda
DPPC'deld CF gecirgenligi 0.1-0.2 2 34
igin oran sabiti, |75 (20°C) (37°C) (50°C)
alan/lipid 4° 47.9 - 64
DPFRC
hidrofobik kalinhk, A
DPPC" 34.4 - 28.5
hacim/lipid A (20°C) (50°C)
DPFFC 1142-1145 - 1228-1232
termal alan geniglivebhilirligi, K
DMPC 3 SEO0 GEO0
elastik alan genisleyehilirlilc
genligi, mMN/m
DMPC 860 62 145 (at T*)
DMPC 526 500 476 (T-Tg=11°C)
1991 dekiverilere gire
gauce haglarin kesri 0-0.1 = 0.3
IR spekiradan elde edilen - - 0.23
diizeltmeli MD - - 0z2
diizeltmesiz MD — — 0.14+0.04

Cizelge 1.4 Fosfokolin fazlarin karakteristikleri (Alakoskela, 2005).

Cizelge 1.4’de goriildugii tizere farkli fazlarda sadece ozellikler farkli
olmayip ayn1 zamanda bir fazdan diger faza gecislerdeki degisimler de
keskindir.

1.4.2 Lipit Faz Diyagramlar:

Lipit faz diyagramlari, sicaklik, basing ve bilesenler gibi termodinamik
parametrelerin kombinasyonunda hangi lipit fazlarin olusacagini gdosterir.
Ikili lipit sistemleri oldukga karmasik faz diyagramlarma sahiptirler, {iclii

sistemler ise bunlardan daha fazlasina sahiptir. Gibbs Faz kurali, P farkl
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fazlar1 sergileyen C bilesenli bir sistem igin serbestlik derecesi sayisii (F")
belirlemek i¢in uygulanir:
P+ F'=C+2

Sadece suda olusan lipit fazlar1 goz Oniinde bulunduruldugunda su
thmal edilebilir bir bilesen oldugu i¢in su konsantrasyonu icin serbestlik
derecesi yoktur. Ayrica tek tabakali sistemler disinda basing genellikle goz
ontlinde bulundurulur, bdylelikle kalan serbestlik derecesi say1si:

F=C-P+1

Dogal membranlarda bulunan karmagsik bir lipit karigiminin faz
diyagramini olusturabilmek miimkiin degildir. Gibbs Faz kuralina gore, ¢ok
sayida faz izinli olabilir. Belirlenebilir fazlara sahip basit sistemlerle ¢alismak
gercek membranlarla ilgili bilgi edinebilmek icin gereklidir. Biitiin membrani
kapsayan ger¢ek bir faz gecisi olmasa bile “lipit faz bolgeleri” (raft) nin
olusumu ya da membran proteinleri yakindaki “lipit erime” gibi lokal ge¢isler
olabilir.

1.4.3 Faz Gegisleri:

Gegen yiizyilda biiyiik caba sarf edilmesine karsin faz gecisleri fizik
icin hala temel bir problemdir. Uzun bir siire maddenin kati, siv1 ve gaz
olmak {lizere ii¢c faza sahip olduguna ve sadece bir erime gegiginin var
olduguna inanilmigtir. Sivi kristal madde olan fosfolipitler ¢esitli faz gegisleri
sergilerler. Bunlardan bir ka¢1 jel ve sivi ve benzeri lamellar fazlardir.
Fosfolipit esas faz gegcisinde itici kuvvet asil zincirlerin konfigiirasyonel
entropisidir (trans — gauche izomerizasyon). Lg faz1 i¢in gauche baglarinin
kesri sifira yakindir, L, faz1 icin ise degerler 0.14 ve 0.3 arasinda degisir
(Cizelge 1.4) (Marsh 1991; Snyder et al., 2002). Bir gauche baginin bulunma
olasilig1 ¢ift tabaka merkezine dogru artar. Bu artig gliserol iskeletine yakin

olan ilk iki bagda yaklasik olarak 0,1’den metilen sonlarinda yaklasik olarak
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0.3’ e kadar olur. Gauche baglarinin kesrindeki bu artis ve azaliglar sirasiyla
zincir diizeninde azalis ve artisa denk gelir.

Gauche baglarinin faz gegisi siiresince aniden artmasi durumunda alkil
zincirleri kivrilir. Bununla birlikte zincirlerdeki biikiilme bosluk miktarini ve
dolayist ile de ¢ift tabakaya su girisini arttirir. Bu nedenle ¢ift tabaka hacmi
yaklagik % 4 artar (Heimburg, 1998). Buna gore ¢ift tabakanin hem alanm
hem de hacmi alkil zincirlerin diizeniyle, gecis entalpisi de benzer olarak
zincir diizeni ile iligkilidir. Farkli fosfolipitler i¢cin bile genel sabit entalpi
(AH) ve hacim (AV) degisimleri s6z konusudur ve AH egrisi sekil olarak AV
egrisine benzerdir, 1s1 kapasitesi (cp,) egrisi ise hacim izotermal
sikigtirtlabilirlik (kr) egrisine benzerdir (Heimburg, 1998; Ebel et al., 2001;
Halstenberg et al., 1998; Schrader et al., 2002).

Sekil 1.10° da gosterildigi gibi Lg, Pg ve L, fazlar1 6n ve esas faz
gecisleri ile baglantilidir. Heimburg 6n gecis ve bununla ilgili degisen
yapinin erimis asil zincirlere sahip fosfolipitler tarafindan olusan “gizgi
defektleri” den kaynaklandigini vurgulamistir. Buna gore erimis ve erimemis
lipitler yiizeyi farklilastirir (Heimburg, 2000). Model, MD simiilasyonuna
uymayan Ozellikler tagimasina karsin (Vries et al., 2005) Heimburg model,
On ve esas gecisler arasindaki baglantiy1 gosteren hem tek tabakali hem de
cok tabakali vezikiillerin gecisi i¢in deneysel entalpi degisimlerini tekrar
iiretir. On gecis coklu tabakali vezikiillerde (MLVs) daha belirgin olmasina
ragmen, tek tabakali vezikiillerde de gozlenir. Tek tabakali vezikiillerin 6n
gecisi ile ilgili entalpi, MLVs i¢in olandan ¢ok daha kiigliktiir ve dalgali
(ripple) yapinin belirlenmesi kolay degildir (Heimburg, 1998; Lichtenberg et
al., 1984; Mason et al., 1999 ). Iri vezikiillerden elde edilen tek tabakali
vezikiiller = MLVs’den daha  kiigiiktiir ~ ayrica  hacimsel  olarak
karsilastirildiginda asir1 ylizey alanina sahiplerse sekil olarak ¢ok daha kolay

bozulabilirler.
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Biiytik tek tabakali vezikiillerdeki “cizgi defektleri” gbz Oniinde
bulunduruldugunda esas faz geg¢isinin iizerinde tek tabakali fosfolipit
vezikiiller neredeyse piirlizsiiz kiireler halindeyken, esas faz gecis sicakligi
Ty, altindaki vezikiiller sadece kabataslak bir sekilde kiireseldirler. Tek
tabakali vezikiillerde bu defekt cizgileri baglangi¢ erimesinin yeri olabilir.

Fosfolipit ¢ift tabakalarin 6zellikleri esas gegiste siireksizlik gosterir
(Cizelge 1.4). Fazlar arasindaki ayriliklara ek olarak membran gegirgenligi,
181 kapasitesi ve lateral kompresibilite gibi baz1 6zellikler (Langner and Hui,
1993) T,,’ de maksimum olur. Biitlin bunlar, jel ve akigskan lipit bolgelerinin
olusumuna 6nciiliik eden kritik yogunluk dalgalanmalar ile agiklanmaktadir.
Bununla birlikte biitiin bu agiklamalar floresans spektroskopisi sonuglari ile
celisir. Bu calismalar bu modelin yeterli olmadigini ve ayrica faz sinirindaki
lipit kesrinin yiiksek oldugunu gosterir (Jutila and Kinnunen, 1997; Metso et
al., 2003).
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Sekil 1.11 Esas faz gecisi yakinlarindaki degisim semast (Alakoskela

and Kinnunen, 2004).
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Bu goriisler Sekil 1.11°de gosterilmistir. Esas faz gecisinin teorik
modellerinde asil zincirlerin  serbestlik  derecesinin  sabit  oldugu
varsayllmistir. Bu durum fosfolipit bas gruplarinin hareket yetenegini ihmal
eder. Fosfolipitlerin esas faz gecisleri birinci derece gecislerdir (Mouritsen,
1991). Fosfolipit membranlar ayrica esas gecis disinda olduk¢a genis
dalgalanmalar gosterirler (Kharakoz and Shlyapnikova, 2000). Bu
dalgalanmalara ikinci derece gecisler denir.

Lipitlerin faz davranisi, lipit-su ara yiizeyindeki degisimlerden ve lipit-
su ara ylizeyi ile iliskili molekiiller ya da diger pargaciklardan oldukc¢a
etkilenir (Boggs, 1987; Cevc, 1988; Soderlund et al., 1999). Faz gecisi asil
zincir diizenindeki degisim ile ilgili oldugundan bu etkiler ge¢isin dogasini
etkilemez. Gegisin nasil ilerledigine iliskin molekiil seviyesindeki ayrintilar
incelendiginde lipit-su ara yiizey bolgesindeki degisimleri de dikkate almak
onemlidir.

DMPC ve DPPC lipozomlar: iizerinde yapilan floresans (Jutila and
Kinnunen, 1997; Séderlund et al., 1999), IR (Mellier and Diaf, 1988; Mellier
et al., 1993) ve dielektrik spektroskopi (Enders and Nimtz, 1984) calismalar1
polar bas grup ve ara yiizey ile ilgili su organizasyonunun T, altindaki
sicakliklarda farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. Ayni sekilde Ty,
tizerinde, kritik tek tabaka T* sicakligi adinda yeni tiir bir kritik davranig
gozlenmistir. Bu sicaklikta kalan jel benzeri yapilar da i1sinma etkisiyle
kaybolur (Gershfeld, 1989a; Gershfeld, 1989b).

Membran o6zelliklerindeki pek ¢ok farkliliklar bu sicaklikta meydana
gelir ve bu degisimlerin ayrica membran hidrasyonu ile de baglantili oldugu
goriilmektedir (Gershfeld and Ginsberg, 1997; Gershfeld et al., 1993; Jin et
al., 1999; Koshinuma et al., 1999; Lehtonen and Kinnunen, 1994).
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1.5 MELATONIN YAPI VE FOKSIYONU

Melatonin (N-Asetil-5 metoksitriptamin), pineal bezde iiretilen ve
pineal bezden salgilanan kiiciik bir lipofilik indoleamindir. Melatonin

salgilanma periyodu karanligin devam stiresi ile orantilidir.

Sekil 1.12 Melatoninin (N-Asetil-5 metoksitriptamin, C;3H;¢N2O,) Yapisi

Melatonin pek ¢ok onemli fizyolojik fonksiyonda rol oynar. Pineal
melatonin giiclii bir serbest radikal toplayicisidir. Organizmada yapilan son
derece tahrip edici oldugu diisiiniilen hidroksil radikali (OH’)'nin olumsuz
etkisini engellemektedir (Petrosillo at al., 2009; Mahieu et al., 2009; Reiter,
1994; Beyer et al, 1998).

Antioksidantlarin gesitli hastaliklarin tedavisindeki roliinii anlayabilmek
icin, antioksidantlarin saglikli doku ve membrandaki etkisinin molekiiler
diizeyde iyice anlasilmasi gerekmektedir. Biyolojik sistemlerin ¢ok karmasik
olmast nedeniyle arastirmalar genelde antioksidant-model membran

etkilesmeleri olarak yapilmaktadir. Antioksidantlarin ger¢ek doku ve
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membranlarla etkilesmeleri ve bu etkilesmeleri doguran faktorler ise heniiz
tam olarak bilinmemektedir.

Pineal bezden melatonin {iiretimi insan ve hayvanlarda yaslanmayla
birlikte belirgin olarak azalmaktadir (Iquchi et al, 1982; Reiter, 1993).

Melatoninin beyin elektriksel aktivitesini dengeleyici etkisi vardir.
Melatonin verilmesi alfa beyin dalgalarinin olusumunu artirmig, uyku
baslama siirecini kisaltmig, toplam uyku periyodu esnasinda uykudan uyanis
sayisini azaltmis ve uyku verimini arttirmistir (Blask, 2009 ; Wright et al,
1986).

Melatoninin immiin sistemin giiclinii arttirict ve kanser olusumunu
Onleyici etkileri vardir. Melatonin insan Omriinii kisaltict etkiye sahip olan
immiin yetmezlik ve tiimor gelisimini engellemekte ve dolayisiyla insan
omrii uzamaktadir (Alpert et al., 2009 ; Makay and Unsal, 2009 ; Maestroni,
1993; Sandyk, 1990).

Melatonin DNA tamiri, membranlar ve diger hiicre ici bilesenlerin
bakimu i¢in gerekli olan guanin niikleotidlerin olusumuna da katkida bulunur
(Brezinski, 1997). Melatoninin overyal steroid sentezinin modiilasyonunda
direkt gerekliliginin oldugu bilinmektedir. Ayrica insan follikiiler sivisindaki
yiiksek melatonin seviyeleri ve overlerdeki melatonin baglayan bdlgelerin
varlig1, melatoninin, overyal fonksiyonlar iizerine bir modiilatér olarak rol
oynadigi hipotezini ortaya attirmistir (Viswanathan and Schernhammer,
2009; Tamura et al., 2009).

Melatoninin kanser hacmini kiigiiltiicii yonde etkileri de mevcuttur.
Kanser hiicresi iizerine direkt etkisi de olup, meme kanserlerinde &strojenin
mitojenik aktivitesini baskilamakta, antiostrojen bir ajan olan tamoksifenin
etkisini taklit etmekte ve dogal tamoxifen olarak Onerilmektedir (Blask,
2009 ; Reiter, 1994; Tamarkin et al, 1982; Blask, 1984). Merkezi sinir sistemi

icerisinde melatoninin esas hedefi hipotalamustur. Melatonin verilmesi
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hipotalamusta ¢esitli metabolik degisiklikler meydana getirir. Melatonin
DNA tamiri, membranlar ve diger hiicre i¢i bilesenlerin bakimi i¢in gerekli
olan guanin niikleotidlerin olusumuna da katkida bulunur (Brezinski, 1997).
Melatonin amfifilik ve lipofilik bir molekiildiir ve biitiin morfofizyolojik
bariyerlerden gegme yetenegine sahiptir (Reither, 1993 ; Ceraulo et al, 1999).
Membran akigkanligi ile membran fonksiyonlar1 arasinda yakin bir iligki
vardir. Membran akigkanligindaki ¢ok kiiclik degisimler bile farklhi
fonksiyonlara ve patolojik proseslere neden olmaktadir. Bu nedenle
antioksidan molekiillerin membran akiskanligin1 dengeleyici etkisi
membranlarin serbest radikal zararlarindan ve membran fonksiyonlarinin

korunmasi agisindan énemlidir (Dobretsov et al, 1977 ; Garcia et al, 1998).

Melatonin-membran etkilesimini daha iyi anlamak i¢in daha fazla
teorik ve deneysel calisma gereklidir Bu tip ¢aligmalar melatoninin molekiiler

diizeyde anlagilmasina yardimci olacaktir.

1.6 SPEKTROSKOPi

17. ylizyillda, 15181n  prizmadan gecirilerek, renk tayfinin elde
edilmesiyle 'spektrum' kelimesi bilim dilinde kullanilmaya baslanmistir.
Buna bagli olarak spektroskopi, bir kaynaktan salinan elektromanyetik
isinimin, farkli dalgaboyu bilesenlerine ayrilmasi yoluyla elde edilen tayfin

incelenmesi ve ¢oziimlenmesidir.

Spektroskopiyi, yiikli veya yiiksiiz bir temel tanecigin madde ile
etkilesmesini ve bu etkilesme sonucundaki olaylar1 inceleyen bilim dali

olarak tanimlayabiliriz.

Spektroskopinin diger bir tanimi ise, “bir numuneyle enerjinin

etkilesmesini kullanan teknik” seklindedir.
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Bir organik maddenin yapisinin  aydmlatilmasinda, bir kag
spektroskopik yontemle elde edilen bilgiler kullanilabilir. Kullanim agisindan
en yaygmn yontemler sunlardir: Kizilotesi Spektroskopisi, Ultraviyole-
Goriintir ve Dairesel Dikroizm Spektroskopileri, Elektron Spin Rezonans
Spektroskopisi, Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi, Kiitle
Spektrometresi (KS) (Freifelder, 1982).

1.6.1 Elektromanyetik Spektrum

NMR, Vibrasyonel ve Elektronik Spektroskopiler, elektromanyetik
spektrumun belirli bir bolgesini kullanirlar. Dolayisi ile bulunduklar1 bolgeye

gore isimlendirilirler.

Elektromagnetik 1sima spektrumu
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Sekil 1.13 Elektromanyetik Spektrum (Freifelder, 1982)
Kiitle spektroskopisi, sogurma degil de, kiitle sayisimi Olgtiigli icin

elektromanyetik spektrumda goziikmez.
1.6.2 Kizil Otesi “Infrared” Spektroskopisi

Infrared spektroskopisi, goriiniir bolge ile mikrodalga bdlge arasinda
kalan  enerjinin  molekiiller veya kimyasal gruplar tarafindan

absorplanmasinin dl¢limiine dayal1 bir yontemdir.
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Dalga boylari, dalga sayis1 ve frekanslarina gore kizildtesi 1sinlar su

sekilde gruplandirilmaktadir;

Bolge Dalga boyu (1) Dalga sayist (v) Frekans

Yakin kazilétesi | 0,75-2,5 um 12800 - 4000 cm™ | 3,8x10'*-1,2x10"* Hz
Orta kizilétesi 2,5-50 um 4000 - 200 cm™ 1,2x10'*-6x10" Hz

Uzak kizilotesi | 50-1000 pm 200-10 cm™ 6x10">-3x10" Hz

Cizelge 1.5 Infrared 1sinlarin dalga boyu, dalga sayisi ve frekans
degerleri (Freifelder, 1982).

Organik bilesiklerde belirli bag tiirleri bilesikten bilesige biiyiik
farklilik gostermedigi i¢in bu ydntemin kullanilmasi ile bilinmeyen bir

bilesikteki bag tiirleri dolayisi ile fonksiyonel gruplar kolayca bulunabilir.

Infrared spektroskopi, kizil6tesi 15181in maddeyle etkilesimiyle ilgilidir.
Isik, elektrik ve manyetik dalgalardan meydana gelir (Sekil 1.14). Bu iki
dalga birbirlerine dik diizlemlerdedirler ve 151k dalgasi uzayda elektrik ve
manyetik dalgalar1 iceren diizlemlere dik diizlem boyunca hareket eder

(Freifelder, 1982).

Sekil 1.14 Elektrik ve manyetik alan vektorleri diizlemsel gosterimi

(Freifelder, 1982).
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Elektrik vektoriiniin genligi zamanla degisir ve siniizoidal iki dalga
arasindaki tepe veya cukur araligi olarak ifade edilir (Sekil 1.15). Isik
dalgasinin dalga boyu, ard arda olusmus iki dalga tepesi (veya c¢ukuru)
arasindaki mesafedir. Dalga boyu A (lamda) ile gosterilir. Isigin dalga sayisi,
dalga boyunun tersidir ve v=1/A ile ifade edilir. A cm cinsinden olgiiliirse, v
ecm’ ile ifade edilir. v, bir santimetre igerisindeki dalga sayilarmmi yani
dalganin tepe veya g¢ukurlarinin sayisimi verir. Dalga sayilart tipik olarak

kizil6tesi spektroskopide kullanilirlar (Freifelder, 1982) .

AN
V

Sekil 1.15 Isik dalgas1 6rnegi. Ok ile gosterilen ard arda olusan tepeler

arasindaki mesafe dalga boyu olarak bilinir.

Isik dalgasinin dalga sayisi, enerjisi ile dogru orantilidir;

E=hcv

Burada: E = Is181n enerjisi
c= Isigin hizi (3x10° metre/saniye)
h=Planck sabiti (6.63 x 10>*J oule.saniye)
v = dalga sayis1
Formiilden de anlasilacag: gibi yiiksek dalga sayisina sahip 151k, diisiik
dalga sayih 15182 gore daha cok enerjiye sahiptir. 4000 ve 400 cm’
arligindaki 151k, orta biiyiikliikte kizil6tesi 151n olarak tanimlanmaktadir.

Evrendeki tiim nesneler mutlak sifir sicakliginda kizilotesi radyasyon
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verirler. Kizilotesi 1s51n madde ile etkilestiginde, madde tarafindan emilerek
kimyasal baglarin titresimine sebep olur. Kizilétesi sogurumun gergeklesmesi
icin gerekli sart materyaldeki kimyasal baglarin varligidir. Fonksiyonel grup
olarak adlandirilan molekiillerin kimyasal yapisindaki bozunum, kizilGtesi
15 sogurumu ile ilgilidir. Ornegin, ketonlar, aldehitler ve karboksilik
asitlerde 1700 cm” ‘de C=O karbon grubu yayilimi olusur. Buradan,
kizilGtesi 151 emilimi yapan molekiiliin dalga sayis1 ile yapist arasinda bir
korelasyon oldugu anlasilir. Bu korelasyon, molekiiliin kizilGtesi
spektrumundan, yapist bilinmeyen molekiiller hakkinda bilgi sahibi olma
olanagi saglar. Bu ayn1 zamanda kizilotesi spektroskopisinin kullanilma

amacinin agiklamasidir.

Dalga sayisina karsilik 6l¢iilen kizilotesi 1ginin giddetinin olusturdugu
grafige kizilotesi spektrum adi verilir. IR spektrofotometreleri dalga boyuna

veya dalga sayisina kars1 absorpsiyonu ya da gecirgenligi kaydederler.

Kizil6tesi 151n  absorpsiyonu bir molekiiliin titresim ve donme
hareketlerinde degisiklikler meydana getirir. Bu degisiklikler i¢in enerji
diisiik olup, vibrasyonel (titresim) degisiklikler ‘yakin infrared’ ve ‘infrared’
bolgede, rotasyonel (donme) degisiklikler ise ‘uzak infrared’ ve ‘mikrodalga’
bolgelerinde meydana gelir. Kizilotesi 1sin1 absorplayan bir molekiilde
titresim enerji seviyelerinde bir gecis olmaktadir. Bu gecis, absorplama
sebebiyle belirli bantlar halinde kendini gostermektedir Kiziltesi 1simin
absorplanmasi sonucu olusan titresim hareketi basit iki atomlu bir bilesik
tizerinde aciklanabilir. Kimyasal bag1 basit olarak bir yayla tutturulmus iki

kiitle olarak diisiinebiliriz:
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my m,

Yayla tutturulmus iki kiitleye disaridan bir kuvvet uygulayarak kiitleleri
denge konumundan uzaklastirirsak aradaki uzaklik Ar kadar degisecektir.
Hooke kanununa gore sistem bu degisiklige ters yonde etkiyen bir f
kuvvetiyle kars1 koyacak ve salinima gececektir. f ‘in bilylkligi Ar ile

orantilidir.
f=k.Ar

Burada “k” ya ‘kuvvet sabiti’ ad1 verilir. Molekiil sistemlerinde de bag
kuvvetinin bir gostergesidir. Mekanik modelle molekiil arasindaki benzerlik
tam degildir. Mekanik modelde enerji degisimi stireklilik gosterirken
molekiiler sistemlerde enerji seviyeleri belirli kuantumlara ayrilmistir.
Kuantum mekaniginde de basit harmonik salinim yapan bir molekiildeki

enerji seviyeleri; E, = hv (n+1/2) bagintisi ile verilmektedir.

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

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

n = 0 oldugu zamanki titresim enerjisine; Eg = 1/2 hv sifir nokta enerjisi

denir (Stuart, 2004).
1.6.3 Titresim Sekilleri

Bir molekiildeki atomlarin birbirine gore yerlesim durumlar1 tam olarak
sabit olmayip, molekiildeki baglar etrafinda ¢ok sayida titresim ve donme
sonucu devamli degisir. Basit iki veya ii¢c atomlu bir molekiil i¢in, boyle
titresimlerin  sayisini, Ozelligini ve bu titresimlerle absorplanan enerji
arasindaki iligkiyi aciklamak kolaydir. Boyle bir analiz, ¢ok sayida atomdan

meydana gelen molekiiller i¢in imkansiz degilse bile zor olur. Biiyiik
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molekiillerde sadece ¢ok sayida titresim merkezi bulunmaz, ayrica bazi
titresim merkezleri arasinda etkilesim de s6z konusudur ve bu etkilesimlerin

de gbz Oniine alinmas1 gerekir.

Titresimler gerilme ve egilme denilen iki grupta toplanabilir. Gerilme
titresiminde iki atom arasindaki bag ekseni boyunca atomlar arasindaki
uzakligin devamli degismesi séz konusudur. Asimetrik ve simetrik olmak
tizere iki sekilde meydana gelir. Egilme titresimleri ise iki bag arasindaki
acmin degismesi ile karakterize edilir ve dort tiptir: Makaslama, sallanma,

salinma ve burkulma. Titresim tipleri Sekil 1.16'da sematik olarak

goriilmektedir.
asimetrik simetrik
—
R><T'H R>~\““H i
gerilme
RT H R™ T~TH
R~_ T e,
)\ H D >\““H-/ duzlem igi
R M HD egilme
makaslama sallnma
R\ ..\-""‘=_=1 R\ “‘=:_I
duzlem digi
R Hi R H egilme
sallanma burkulma

Sekil 1.16 Titresim Sekilleri (Stuart, 2004).

Sekilde gosterilen titresim tiplerinin hepsi ikiden fazla atom iceren bir
molekiilde miimkiindiir. Ayrica, titresimler tek bir merkez atomundaki
baglarla ilgili ise titresimlerin etkilesimi veya Ortiigmesi meydana gelebilir.
Etkilesme sonucu mevcut titresimlerin Ozelliklerinde bir degisme olur

(Stuart, 2004).
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1.6.4 Fourier transform infrared (FTIR)

FTIR aletindeki ana fikir bir interferogram iiretmektir. interferogram,
iki 151n arasindaki radyasyonun girisiminden meydana gelen bir sinyaldir ve
bu iki 1g1in arasindaki yol farkinda meydana gelen degisimin bir fonksiyonu

olarak tanimlanir.

Tipik bir FTIR spektrometresinde yer alan temel bilesenler Cizelge
1.6’da  gosterilmistir. FTIR spektrometresinde ¢ogunlukla Michelson
interferometresi kullanilir (Sekil 1.17). Bu interferometre, biri sabit digeri ise
hareketli olan birbirine dik iki ayna ve bu iki aynanin yiizeylerini ikiye bdlen
yar1 yansitan bir aynadan (1sin bdliicii) olusur. Isin boliicii, kaynaktan (orta-
infrared bolgesi i¢in ¢cogunlukla kullanilan Globar — silikon karbid — kaynagi)
gelen 1511 iki esit parcaya boler. Bu iki par¢a daha sonra iki ayna ylizeyine
gider, burada yansirlar ve tekrar birlesmek ve girisim olusturmak icin 151n
boliicliye donerler. Isin boliicliden ¢ikan toplam 15in 6rnek i¢inden geger ve

FTIR spektrometresinde toplanir.

_ s — ——  —

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

Cizelge 1.6 FTIR spektrometre bilesenleri (Stuart, 2004).

Hareketli aynanin oynadig1 rol, iki 1s1n arasinda optiksel bir yol farki
olusturmaktir. Eger iki yol uzunlugu ayn ise, iki 1s1n yol farki nA ya esit ve
aynt fazda olacaktir ve biitiin frekanslar icin yapict bir sekilde tekrar
birleseceklerdir. Fakat iki 1sin arasinda (n+1/2)A yol farki olursa o zaman
yikict bir sekilde etkilesecekler ve girisim frekansa ve aynanin hareket

uzakligina bagl olacaktir. Sonugta bir interferogram olusur (Stuart, 2004).
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Sabit Ayna

Gelen Isik

O

Kaynak

He-Ne Lazer Isi1 N Isin Bolica
I Yansiyan Isin

g

Bevaz Isik

Referans 3
Interferometresi pegektor

Sekil 1.17 Michelson interferometresi (Stuart, 2004).

FTIR spektrumu c¢ogunlukla absorbansin, titresim frekansi ile orantili

olan dalga sayisina (cm™) kars1 ¢izimi ile gosterilir.

Bilgisayarla donatilmig modellerinde fark spektrumlarin alinmasi,
reflektans 6l¢iimlerinin yapilabilmesi, hafizaya kaydedilen spektrumun daha
sonra c¢agirilarak incelenebilmesi giinlimiiz  kullanicilarina  saglanan
kolayliklardan birkagidir. Spektrumun istenen dalga boyu araliginin
biiyiiltillerek incelenmesi daha kesin analizlere olanak saglamaktadir. Bir
bilgisayar arsivindeki kayitli spektrumlarla yeni bir numuneye ait spektrumun
karsilastirilmas1 bilgisayar tarafindan yapilarak numunenin hangi madde

oldugu kisinin spektrum yorum yapmadan analiz yapmasini saglar olmustur.

Monokromator kullanilmayan FTIR da yayilan tiim dalga boylarindaki
151k bir bilgisayar tarafindan analizlenmektedir. Pulslar halinde gonderilen
151in her dalga boyunda ayr1 ayri bilgisayarca analizlenerek absorplanmalar
toplanmaktadir. Boylelikle zayif absorpsiyon degerleri bile biiyiik
duyarlilikla 6l¢tilmektedir (Stuart, 2004).
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1.6.5 FTIR Spektroskopisinin Diger Biyofiziksel Tekniklere Gore

Avantajlan

Membranlarin ¢esitli karakteristiklerini arastirmak igin farkli fiziksel,

kimyasal ve spektroskopiksel teknikler kullanilmaktadir.

X-1511 diizensiz fazlarin detayli c¢alisilmasi i¢in yeterli degildir ve
ayrica ¢ok kiiciik miktarlarda su igeren kristallerden elde edilen sonuglarin,
su igeren gercek sistemler hakkinda kesin bilgi vermesi pek olasi
gozikmemektedir. Ayrica bu teknik ile incelemeler ¢ok uzun zaman
almaktadir. X-1smlariin bu dezavantaji sistem hakkinda siiratle bilgi veren

spektroskopik tekniklerin gelismesine onayak olmustur.

ESR ve Floresans spektroskopisinde kullanilan prob molekiillerinin
varlig1 veri analizi i¢in bir¢ok karmasik faktorler iiretir; birincisi yapilart ve
polariteleri fosfolipitlerinkinden farkhidir. Bu nedenle c¢evreyi altiist
edebilirler. ikincisi, prob molekiilleri, inceleme altindaki membran bilesenleri
hakkinda direkt yapisal ya da dinamik bilgi ¢ikarmak i¢in 6nemsiz olmayan
spektral parametreler iretirler. Infrared spektroskopi teknigi ortami bazen
hi¢cbir prob madde icermeden ortam hakkinda siiratle bilgi veren essiz bir

tekniktir.

FTIR spektroskopisinin avantajlar1 su sekilde 6zetlenebilir (Haris and

Severcan, 1999):

- FTIR metodu hizli ve duyarl bir tekniktir. Aletin ¢alisma prensibi
cok zor degildir.

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

tamamen absorplanir.



44

- IR, molekiiler titresimler ve farkli molekiiler pargaciklardan
meydana gelen spektral bolgeler acisindan avantaja sahiptir, mesela

membranlar i¢in bas-grup ve hidrokarbon zincir bolgeleri goriintiilenebilir.

- Yapisal ve dinamik veriler spektroskopik problarin kullanimi

gerekmeksizin inceleme altindaki verilerden ¢ikar.

- Infrared spektroskopide, titresimler, lipit molekiiliiniin cesitli

bolgelerinden gozlenebildigi i¢in bu verilerden yapisal bilgi toplanabilir.

- Lipitler jel ya da sivi kristal fazlarda kolayca calisilabilmektedir.
Asil zincirlerin ve bas gruplarin titresimsel spektrumu fiziksel durumun bir
fonksiyonudur, iki form arasindaki konformasyonel gegisler, titresimsel

spektrumun sicakliga baglilig: dlgtilerek belirlenebilir.

- Veri elde etme, modern spektrometre dijital oldugu icin oldukca
kolaylasir. Frekans, band genisligi degerleri = 0.05 cm™ duyarhlikla elde

edilir.
- In vivo membran ¢alismalar1 da miimkiindiir.

Yukarida bahsedilen avantajlar FTIR’1 membran ¢aligmalari i¢in uygun
kilar (Severcan et al., 2005, Sahin et al., 2007, Korkmaz and Severcan, 2005,
Kazanci and Sevecan, 2007). Biyolojik orneklerde herzaman varolan suyun,
infrared spektrumunu Onemli derecede absorblamasi teknigin en Onemli
dezavantajidir. Bu nedenle suyun kuvvetli sogurma bandi biyolojik sistemler
ile ilgili baz1 bandlarin iyi ayrismamasina neden olur. Bu durumdan dogan
sorunlarin iistesinden gelmek i¢in su bandinin biyolojik 6rnek bandindan
cikarilmasi gerekmektedir. Diger bir metod da ornekleri D,O ¢oziicii i¢inde

hazirlamaktir. Bu durumda D-H degisimi hesaba katilmalidir.
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1.6.6 incelenen Kzl 6tesi Spektral Bolgeleri

Bu ¢aligmada hidrokarbon kuyrugu temsil eden karbon- hidrojen (C-H)

gerilme bandlart ve bas grubu temsil eden karbonil titresim bandlari

incelenmistir.
Frekans (cm™) Bandlar
3010 =C — H gerilme
2956 CHj3; asimetrik gerilme
2920 CH,; asimetrik gerilme
2870 CH3; simetrik gerilme
2850 CH, simetrik gerilme
1730 C=0 gerilme
1485 (CH3);N" asimetrik egilme
1473, 1472, 1468, 1463 CH, makaslama
1460 CHj3; asimetrik egilme
1405 (CH;);N" asimetrik egilme
1378 CHj; simetrik egilme
1400-1200 CH; sallanma band progresyonu
1228 PO asimetrik gerilme
1170 CO-0O-C asimetrik gerilme
1085 PO simetrik gerilme
1070 CO-0O-C simetrik gerilme
1047 C-O-P gerilme
972 (CH3)3N+ asimetrik gerilme
820 P-O asimetrik gerilme
730, 720, 718 CH; sallanma

Cizelge 1.7 Lipitlerin karakteristik infrared bandlar1 (Stuart, 2004).
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Karbon-hidrojen ~gerilme titresimleri 2800-3100 cm™  spektral
bolgesindeki bantlara, karbonil gerilme titresimleri de 1700-1750 cm’™
spektral bolgesindeki bantlara neden olur (Cizelge 1.7).

Incelenen biitiin titresimler, sicakliga bagli olarak frekans ve band
genisliginde degisim gosterir ve bu da molekiiler diizeyde yapisal ve

fonksiyonel degisimlere karsilik gelir (Stuart, 2004).

1.6.7 FTIR Spektoskopik Membran Arastirmalarinda Kullanilan
Ampirik Kurallar

1.6.7.1 CH, Antisimetrik Gerilme Bandlari

Fosfolipitin asil zincirlerini yani hidrokarbon kuyrugu temsil eden
karbon-hidrojen gerilme bantlarindan en giigli olan1 2920 cm™ spektral

bolgesinde gdzlenen CH, Antisimetrik gerilme bantlaridir.

CH, Antisimetrik titresim modunun frekansimnin sicaklia bagh
degisimleri bir yapisal bilgi olan fosfolipitin hidrokarbon zincirinin diizeni
(trans veya gauche durumu) hakkinda bilgi verir. Frekans degerlerinin yiiksek
dalga sayisina kaymasi gauche sayisindaki artima yani lipit asil zincirinin
esnekliginin artmasina, diger bir degisle sistemin diizensizliginin artmasina
karsilik gelir. Frekans degerlerinin diismesi trans konformerlerinin artmasina,
dolayist ile sistemin diizeninin artmasina karsilik gelir (Umemura et al, 1980;
Casal and Mantsch, 1984; Cameron and Charette, 1981; Flach et al, 1993,
Severcan, 1997).

CH, Antisimetrik titresim modunun band genisliginin sicakliga bagh

degisimleri ise titresim ve torsiyonel hareketlerdeki degisime karsilik gelir.

Band genisliginin artmasi lipit membran dinamiginin (akigkanliginin,

lipit mobilitesinin) arttigin1 gosterir. Band genisligi azaldikga membran
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dinamigi (akiskanligi, lipit mobilitesi) azalir (Toyran and Severcan, 2002,

2003; Lopez-Garcia et al, 1993, Severcan et al., 2005).
1.6.7.2 CH, Simetrik Gerilme Bandlar

Fosfolipitin asil zincirlerini temsil eden karbon-hidrojen gerilme
bandlarindan diger bir giiclii olam1 2850 cm™ gevresinde gézlenen CH,
simetrik gerilme modudur. Bu bandin frekansinin ve band genigliginin
sicakliga bagli degisimi CH, antisimetrik gerilme bandiyla ayni 6zellikleri

tasir (Stuart, 1997).

1.6.7.3 C = O Gerilme Bandlari

Fosfolipitin bas grubunu temsil eden karbonil titresim bant1 1735 cm™

cevresinde gozlenen C = O gerilme modudur. C = O gerilme modunun
frekansinin  ve band genisliginin sicakliga bagli degerleri hidrojen
baglanmasinin tabiati hakkinda bilgi verir. Frekansin diisiik degerlere
kaymas1 hidrojen baglanmasinin kuvvetli oldugunu gosterir. Frekansin
yiiksek degerlere kaymasi karbonil grubun dehidrasyonunun arttigini yani
serbest C=0 gruplarmin arttigini gosterir. Band genisligindeki degisim C=0
bolgesi civarinda membran dinamigi hakkinda bilgi verir (Lewis et al, 1990;
Toyran and Severcan, 2003; Jackson and Mantsch, 1993, Severcan et al.,

2005).
1.6.7.4 PO,  Antisimetrik Gerilme Bandlar

Bu band da C = O gerilme bandi gibi fosfolipitin bag grubunu temsil
eden, 1220-1260 cm™ spektral bolgesinde gozlenen fosfat bandidir. P=O
gerilme bandinin etkileri C = O gerilme bandi ile ayn1 6zellik tagimaktadir
(Lopez-Garica et al, 1993; Casal et al, 1989; Kan-Zhi et al, 1996, Sahin et al,
2007, Korkmaz and Severcan, 2005).
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1.6.7.5 Asil (Hidrokarbon) Zincirlerin Spektral Karakteristigi

Sekil 1.18 DPPC multilamellar ¢ift tabakanin, farkli sicakliklarda, C —
H gerilme bolgesindeki spektrumunu gosterir. Bu sekil, sicakliklardaki
degisimlerin, pik pozisyonunda, pik yiiksekliginde ve C — H gerilme
bandlarmin band genisliginde oOnemli degisiklikler {rettiZini gosterir.
Genelde, pik yiiksekligi artan sicaklik ile azalir. CH, antisimetrik ve simetrik
gerilme bantlari, jel fazda nispeten bir dereceye kadar keskindir. Siv1 kristal
faza doniisiimde, bu bantlar genisler ve absorpsiyonlar1 daha yiliksek dalga
sayilaria kayar. Sulu lipit topluluklarinin en yaygin yapisi, diizenli, rijid jel
faz ve daha akigkan, diizensiz sivi kristal faz gibi iki fiziksel durumda
bulunabilen ¢ok katli yapidir. Bu iki durum arasindaki sicaklik kaynakli
gecis, yani jelden sivi kristal faza gegis, infrared spektrumunda Snemli
degisimler iretir. Sekil 1.18’den de goriildiigli gibi; pik pozisyonunda ve
band genisligindeki ani artis ve pik yiiksekligindeki ani bir azalis yaklasik 41
°C civarinda gozlenir (Casal and Mantsch, 1984). Bu gecis hidrokarbon
zincirlerinin erimesine karsilik gelir ve bu nedenle de bazen zincir erime faz
gecisi olarak da ifade edilir. Bu durum asil zincirlerde yapisal diizensizligin
(gauche konformerleri) baslangicina neden olur. Band genisligindeki
degisimler de asil zincirlerin hareket hizlarindaki degisimlere baglidir (Asher

and Lewin, 1977; Casal et al., 1980).
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Sekil 1.18 DPPC ¢ok katmanli lipozomlarin C — H gerilme bdlgesinin
farklr sicakliklardaki FTIR spektrumu.

1.7 DIFERENSIYEL TARAMA KALORIMETRESI (DSC)

Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC), biyolojik sistemleri de
iceren, cesitli materyallerin termal &zelliklerini belirlemede kullanilan bir
tekniktir. DSC’nin baglica uygulamalar1 biyolojik membranlarin faz gegis
sicakliklar1 ve entalpileri {izerindeki kompozisyon, hidrasyon, pH ve ¢oziicli
etkilerini belirlemektir (Ceckler ve Cunningham 1997).

DSC, ayni sicaklikta tutulan bir 6rnek ve bir referans hiicresine sahiptir.
Ornek ve referans hiicrelerinin sicakliklari, her iki hiicre aym sicaklikta
kalacak sekilde kontrollii bir sekilde arttirilir. Her iki hiicreyi 1sitmak igin
uygulana gii¢ islem siiresince goriintiilenir. Ornek hiicresinde faz gecisi
olustugunda, iki hiicreyi 1sitmak i¢in ihtiya¢ duyulan giicte bir fark olusur.

Her iki hiicreyi ayni sicaklikta tutmak i¢in gerekli gii¢ 6l¢iiliir ve sicakliga



50

kars1 1s1 kapasitesi egrisine dontstiiriiliir. Bu egri, gecis sicakligt Tp,, gecis
entalpisi AH gibi degerlerin belirlenmesi i¢in analiz edilir (Ohline et all,
2001).

Jel fazdan siv1 kristal faza gecis gibi birinci derecede faz gecisleri igin,
gecis sicakligr T,, maksimum degerine ulasir. Faz ge¢isi i¢in kalorimetrik
entalpi degeri (AH.,) pik altindaki alanin integralinin alinmasi ile belirlenir.

AHe= [ C, dT

C, 151 kapasitesidir. Faz gecis entalpisi ise
AH= AHo/ T

ile belirlenir. AH¢,, AH ve Ty, degerlerinin kiyaslanmasi yapisal degisimlerin
(zincir uzunlugu gibi) faz gecis termodinamigi tizerindeki etkisini gosterir.

Diferansiyel Tarama Kalorimetresi ( DSC ) termoanalitik bir tekniktir.
Bu teknikteki esas amag, 6rnek ve referansin sicakligini arttirmak igin gerekli
1s1 miktarini, sicakligin fonksiyonu olarak &lgmektir. Ornek ve referans,
deney boyunca hemen hemen ayni sicaklikta kalir. Genel olarak, DSC analizi
icin gelistirilen sicaklik programi, Ornek kabmin sicakligimin, zaman
fonksiyonu ve lineer olarak artacak sekilde tasarlanmistir. Referans kabinin
iyl tanimlanmis bir 1s1 kapasitesi olmas1 gerekir. Burada 1s1 kapasitesi, bir
maddenin bir moliiniin ya da bir grammin sicakliginm1 (faz da bir degisim
olmaksizin) 1°C arttirmak igin gerekli 1s1 miktaridir. Bu teknigin temel
prensibi sudur: Ornek, faz gecisi gibi fiziksel bir transformasyona
ugradiginda, referans ile ayn1 sicakliga sahip olabilmesi i¢in, 6rnegin i¢inden
daha az ya da daha fazla 1s1 gegmesi gerekmektedir. Ornegin icinden gececek
1sinin az ya da fazla olmasi, islemin ekzotermik veya endotermik olmasina
baghdir.

Ekzotermik bir reaksiyonda disariya 1s1 salinir. Kimyasal denklem
olarak gdstermek gerekirse;

kimyasal tepkimeye katilan madde — iiriin + enerji
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Ekzotermik bir reaksiyonda, bir bagi bozmak i¢in absorbe edilen
toplam enerji, bir bagi olusturmak i¢in salinan toplam enerjiden daha azdir.
Diger bir deyisle, reaksiyonun olugmasi i¢in gerekli enerji, toplam enerjiden
daha azdir. Bunun sonucu olarak, ekstra enerji genellikle 1s1 formunda salinir.
Bir kalorimetri kullanildiginda, kalorimetrinin 1sisinda ki degisimin, sistemin
1s1sinda ki degisimin tersine esit oldugu goriiliir. Bu demektir ki, reaksiyonun
yer aldig1 ortam 1s1 elde ediyorsa, reaksiyon ekzotermiktir. Kimyasal bir
sistemde, mutlak enerji miktarmin OSlgiilmesi veya hesaplanmasi oldukga
zordur. Bunun yerine kimyasal bir reaksiyonun entalpi degisimi AH’ 1
6l¢mek ya da hesaplamak daha kolaydir. Entalpi bir sistemin termodinamik
fonksiyonudur, dlciilen ve hesaplanan A H degerleri, bag enerjisine su sekilde

baglanir;

A H = bag bozulmasi reaksiyonlarinda kullanilan enerji — bag yapilmasinda

salinan enerji

Bu tanimlama ile entalpi degisimi degeri negatiftir (A H<0). Entalpi
degisiminin negatif olmasiin nedeni, reaksiyondan salinan enerji degerinin,
reaksiyon i¢in kullanilan enerji degerinden daha biiyiik olmasidir.

Endotermik bir reaksiyonda ise kimyasal tepkimeye katilan maddeler
iirlinden daha az enerjiye sahiptir ve bu nedenle de genellikle 1s1 formunda
olan bir enerji girdisine ihtiya¢ vardir. Kimyasal bir islemde, kimyasal
tepkimeye katilan maddelerin baglarinin bozulmasi igin bir enerji (aktivasyon
enerjisi) girisine ihtiya¢ duyulmasina karsin baglarin olugmasi i¢in salinan
enerji, Uriinlerindeki baglarin bozulmasi i¢in gerekenden daha azdir. Bu
nedenle, triinlerdeki baglanma elektronlari, kimyasal tepkimeye giren
maddelerden daha yiiksek bir enerji seviyesindedir. Maddeleri ¢evreleyen

materyallerin 1s1 enerjisi genellikle baglarin1 bozan enerjidir, ¢iinkii 1s1
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enerjisi, kimyasal tepkimeye giren maddeleri ¢evreleyenlerden transfer edilir

ve bu maddeyi ¢evreleyenler sogurlar. Kimyasal denklem olarak gosterilirse;

Kimyasal tepkimeye giren maddeler + enerji — iiriin

Ornegin kat1 bir &rnek siviya eridiginde, bu o6rnek ile referansin
sicakligimi ayni anda tutabilmek i¢in Ornegin sicaklifinin artmasi
gerekmektedir, bunun i¢inde Ornegin i¢inden daha fazla 1s1 akmasi
gerekmektedir. Ornek, katidan siviya endotermik bir faz gegisine ugradig
icin, 1s1 absorblanmasi gerekmektedir. Ayni sekilde, 6rnek kristalizasyon gibi
ekzotermik bir faz gegisine ugrarsa, 6rnegin sicakligini arttirmak i¢in daha az
1stya ihtiyag vardir. Ornek ve referans arasindaki 1s1 akisindaki fark
gozlenerek, bu tip gecisler boyunca absorbe edilen ya da salinan 1s1
miktarlarin1 DSC ile 6l¢gmek miimkiindiir. DSC ayrica, cam gecisleri gibi
daha alt faz degisimlerini gozlemlemede de kullanilabilir. DSC, endiistriyel
alanlarda da kalite kontrol cihaz1 olarak kullanilmaktadir, ¢iinkii bu aletle
polimer c¢aligmalar1 yapmak ve oOrnek safliginin  degerlendirilmesi

mumkindiir.
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1.7.1 DSC’ nin Calisma Prensibi

Tipik bir DSC, iki kapali kaptan (pan) olusur; biri 6rnek kabi, digeri
genellikle ici bos olan referans kabidir. Bu kaplar genellikle aliiminyumdan
yapilmistir, ¢linkii alliminyum, radyasyon kalkani olarak rol oynar. Bu iki
kap ayni sekilde 1sitilir ya da sogutulur ve bu iki kap arasindaki 1s1 akis1 farki
goriintiilenir. Bu olay, izotermal olarak sabit bir sicaklikta yapilabilir. Fakat

cogunlukla, sicakligin sabit bir oranda degismesiyle yapilir.

.. Ormnek
Oimels Eeferans
pany / pan

v ;
\llll || - ]
r | #I EEEREE N

[
Iz1 akisum ditzenleyen ve sicakh:

kl:’:lﬂtﬂﬁ]' j
takip eden bilgisayar

Sekil 1.19 Tipik bir DSC semas1 (Dean, 1995).

I

Determinasyon boyunca alet, 6rnek ve referans arasinda 1s1 akisindaki
farklar1 saptar. Bu bilgi, bir ¢ikis cihazina gonderilir, bu genellikle bir
bilgisayardir. Bilgisayarda goriinen, 6rnek ve referans arasindaki diferansiyel
1s1 akiginin sicakligin bir fonksiyonu olarak ¢izimidir. Olusan herhangi bir
termodinamik, fiziksel ya da kimyasal bir siire¢ olmadiginda, 6rnek ve
referans arasindaki 1s1 akis farki sicaklikla ¢ok az bir sekilde degisir ve
grafikte bu diiz bir ¢izgi olarak goriiliir. Bununla birlikte, 6rnek icindeki
ekzotermik ya da endotermik bir siireg, grafikte iki 1s1 akigindaki dnemli bir

sapma olarak kendini gosterir. Sonug, DSC egrisinde goriilen bir piktir.
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Genel olarak, diferansiyel 1s1 akisi, referans 1s1 akisindan 6rnek 1s1 akiginin
cikarilmasi ile hesaplanir. Bu bilgilere gore, ekzotermik bir islem pozitif bir
pik olarak, endotermik bir islem ise negatif bir pik olarak gozlenir (Dean,

1995).

1-Anillug gaz Gorefedn Gacaden —
1gilziaa sienralde dugabdek ] '
hietalan en 478 s Al gar
cirek: olirak ok cabuedn Ul
haemandan giver B ging nokias
oksedatf kararlthk: denaglennde
soa derece anetmlidic

Llsigifiler Gmek e refarans
matesyaler arnzmdia smoaxi
Frakdilikermu gok i ekl
lger. B L0mektam olarak lgiayic
diskiny eerine yerlepirlic

SeBeak: horrodia s yapdie Su
hoeitzol 5in belrsizantdls ke

atme yebere i ole bir plalsyum,
direng-due ayen eifls ballanse,

Feferans isdifi

Sekil 1.20 DSC aletinin igyapisi (Dean, 1995) .

S1v1 ya da kristal formda ki 6rnek, aliiminyum bir kap i¢ine yerlestirilir
ve daha sonra bu kap DSC i¢indeki yerine yerlestirilir. Referans kabi bos
aliiminyum kabidir ve bu da aletin referans hiicresine yerlestirilir. Ornek

kaplar1 oldukga yiiksek termal iletkenlige sahip olacak sekilde tasarlanmistir.
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Termal iletkenlik, bir materyalin 1s1y1 iletebilme yetenegini gosteren bir

ozelliktir.

Termal iletkenlik = 1s1 akig orani x uzakiik / alan x sicaklik fark:

kzgx L
t AxAT

Burada Q, L kalinlig1 boyunca, A ylizey alanina normal dogrultuda t
zamaninda gegirilen 1s1 miktaridir.

Ornek boyutlari, 0,1 ile 100mg arasinda degisir. Alet hiicreleri, drnek
ve referansi, dis termal pertiirbasyonlardan korumak amaciyla hava
gecirmezdir. Bu, ayrica deneylerin farkli basing ve atmosfer altinda

gerceklestirilmesine izin verir.

1.8 FLORESANS

Liiminesans, herhangi bir maddeden 151g1n yayilmasi temeline dayanir
ve elektronik olarak uyarilmig durumlarda gergeklesir. Liiminesans uyarilmis
duruma bagli olarak floresans ve fosforesans olmak {izere iki gruba ayrilir.

Uyartlmis tekli durumlarda, uyarilmis orbitaldeki elektron, temel
durum orbitalindeki ikinci bir elektronla ¢iftlesir. Temel duruma donme foton
emisyonu ile gerceklesir. Floresans emisyon hizi genellikle 10® sn” *dir.
Tipik bir floresans yasam stiresi degeri 10 ns civarindadir. Bir floroforun
yasam siiresi degeri (t), eksitasyon ve temel duruma donme arasindaki
ortalama zamandir.

Fosforesans, 1518 {i¢lii uyarilmis durumundan emisyondur. Uglii
uyarilmis durumda, uyarilmis orbitaldeki elektron, temel durum elektronuyla

ayn1 spin yonelimine sahiptir. Temel duruma gegisler yasaklidir ve emisyon
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hizlar1 yavastir (10°-10° s, dolayisi ile fosforesans yasam siiresi degerleri

milisaniye ile saniye mertebesindedir (Lakowicz, 2003).

II

1
Tekli uyarilmig duram sed
titreim seviyveleri H

P —

Oledi cluriam soes

— titregim seviveleri
=
Floresans

7 Fosforesans

Tekli taban durum wer
titregim seviveleri

&

Sekil 1.21 Floresansin Fiziksel Prensibi (Lakowicz, 2003).

1.8.1 Jablonski Diyagram

Is18in absorpsiyonu ve emisyonu arasinda meydana gelen prosesler
cogu zaman Jablonski diygrami ile gosterilir. Jablonski diyagramlari
uyarilmis durumlarda meydana gelen cesitli molekiiler prosesleri gostermek
icin kullanilir. Tipik bir Jablonski diyagrami sekilde (Sekil 1.22)
gosterilmistir. Temel diizey, birinci ve ikinci elektronik diizeyler, sirasiyla So,

S1, ve S, ile gosterilir.
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=

uyanlmis titresim seviyeleri
‘/A= foton sodqurma
F =floresans
P = fosforesans
S =tekli durum

T =iiglii durum
Ic IC = i¢ doniigiim

4‘_ ISC = sistemlerarasi gecis
Ic g
A F
T1
P

Sﬂ Y Y
Elektronik taban durum

W

Enerji —»
_\U) [ %]

Sekil 1.22 Jablonski Diyagraminin bir formu (Lakowicz, 2003).

Elektronik enerji seviyelerinin herbiri ise 0, 1, 2,..... ile gosterilir.
Seviyeler arasindaki gegisler yatay cizgilerle gosterilmistir. Gegisler yaklasik
10"° s’ de olusur, bu siire ¢ekirdegin 6nemli yer degistirmesi igin oldukca
kisa bir zamandir. Bu Franck Condon prensibidir. Bir florofor, S; ya da S,
diizeylerinin titresim enerji seviyelerine uyarilir. Yogun fazda bulunan
molekiiller hizli bir sekilde S; daha diisiik titresim seviyelerine doner. Bu
islem i¢ ¢evrim olarak adlandirilir ve genellikle 10" s ya da daha kisa siirede
olusur. Floresans yasam siiresi degerleri genellikle 10® s oldugu i¢in, i¢
cevrim genellikle emisyondan Once tamamlanir. Bu nedenle, floresans
emisyon genellikle termal olarak dengelenmis uyarilmis durumdan yani S;’
in en diisiik titresim enerji seviyesinden kaynaklanir. Temel duruma doniis,
temel durumun daha yiiksek bir titresim enerji seviyesine olur. Emisyon,

temel durumun daha yiiksek bir titresim enerji seviyesine olmasinin ilging bir

sonucu, emisyon spektrumunun, So_,S; ge¢isinin absorpsiyon spektrumunun
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bir ayna goriintlisii olmasidir. Bu benzerligin olugsma nedeni elektronik
eksitasyonun niikleer geometriyi ¢ok biiyiik Olgiide degistirmesidir. Bu
nedenle uyarilmis durumun vibrasyonel enerji seviyelerinin arasi temel
durumunki ile benzerdir. Sonu¢ olarak, absorpsiyon ve emisyon
spetrumlarinda  goriilen titresim yapilart benzerdir. S; durumundaki
molekiiller, ayrica ilk ti¢lii durum T;’ e bir spin ¢evrimine ugrayabilirler. T,
diizeyinden olan emisyon fosforesans olarak adlandirilir ve genellikle
floresansa gore daha diisiik dalgaboylarina dolayisi ile daha diisiik enerjiye
degisir. S; * in T’ e doniisiimii sistemler aras1 gegis olarak adlandirilir. Ty’

den tekli temel duruma gecis yasaklidir (Lakowicz, 2003).

1.8.2 Floresans Yasam Siiresi

Floresans yasam siiresi degeri, bir floroforun en Onemli
ozelliklerinden biridir. Bu deger, floroforun cevresiyle etkilesmesi icin
kullanigh zamani ve dolayisiyla da emisyonu ile ilgili mevcut bilgiyi belirler.
Bir floroforun yasam siiresi degeri (t), uyarilmasi ile temel duruma dénmesi
arasindaki ortalama zamandir. Floresans yasam siiresi degerleri genellikle 10
ns civarindadir. Florofor i¢in yasam siiresi degeri,

1
F + kﬂV

ile verilir. I, floroforun yayma hiz1 ( yayilan foton sayisi) ve k,,, uyarilmis
durumdan temel duruma 1gimnimsal olmayan bozunmalarin biitiin formlaridir.
Isinimsal olmayan bozunma, bir foton emisyonu icermeyen herhangi bir
bozunmadir. Floresans emisyonu rastgele olan bir prosestir ve birkag molekiil
fotonlarin1 tam olarak t=t zamaninda ve %37’ si de t>t aninda yayarlar.
Isinimsal olmayan proseslerin olmadigi durumlarda floroforun yasam siiresi

degerine ger¢ek ya da dogal yasam siiresi degeri denir.
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1
Tn:_
r

ile verilir. Temelde dogal yasam siiresi degeri t,, floroforun emisyon

spektrumundan, absorpsiyon spektrumundan ve sonlimleme katsayisindan

hesaplanabilir (Lakowicz, 2003).

1.8.3 Floresans Soniimleme (Quenching)

Floresans siddeti, cesitli nedenlerden dolay1 azalabilir. Siddetteki bu
azalmalara soniimleme (quenching) adi wverilir. Soniimleme farkli
mekanizmalarla meydana gelebilir. Carpismayla olan soniimleme (collisional
quenching) uyarilmis durumdaki floroforun, soliisyondaki quencher adi

verilen diger molekiiller ile etkileserek etkisiz hale gelmesiyle olusur.

A
FRET
31 Solvent i ¢
s, —\Relaxation (107%) _ i .1 (g
1 T T\ T N
Q 1 A
hv, A hvedlr  [Ek; Q“q (@]
16™s QG
S 3 v ¥ y A°

Sekil 1.23 Carpismasal soniimleme ve Floresans Rezonans Enerji Transferi
(FRET)’ni igeren Jablonski Diyagrami. Zk; terimi, temel diizeye olan,
sontimleme ve FRET digindaki 1sinimsal olmayan yollar1 gostermek icin
kullanilir (Lakowicz, 2003).

Carpismayla olan soniimleme, Sekil 1.23” deki degistirilmis Jablonski
diyagramlariyla gdosterilmistir. Florofor, quencher ile karsilagma siiresi

boyunca temel duruma doner. Molekiiller bu siire¢ boyunca kimyasal olarak
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degismezler. Carpismayla olan sontimlemede siddetteki azalma Stern-Volmer
denklemiyle agiklanir.

%= 1+ K[0] = 1+k,7 [O]

Bu ifadede K, Stern-Volmer soniimleme sabiti, k, bimolekiiler
sonlimleme sabiti, 1y soniimlenme yasam siiresi degeri ve [Q] yakalayici
(quencher) konsantrasyonunu gosterir. Stern-Volmer sonlimleme sabiti K,
floroforun sondiiriiciiye (quencher) kars1 olan duyarliligini ifade eder. Bir
makromolekiil ile ortiilmiis bir florofor, genellikle suda eriyen sondiiriiciilere
ulasamaz, bdylece K degeri diigiik olur. Daha biiyiik K degerleri, floroforun
soliisyonda serbest oldugu ya da floroforun bir biyomolekiilin yiizeyinde
oldugu durumlarda elde edilir.

Carpisma ile olan soniimlemeden bagka, floresans soniimleme diger

proseslerlede gerceklesebilir (Lakowicz, 2003).

1.8.4 Floresans Spektroskopisi

Floresans spektroskopi bir Ornegin floresansin1 analiz eden
elektromanyetik spektroskopi tipidir. Molekiillerdeki elektronlarin genellikle
ultraviyole bir 1s1mn kullanarak uyarilmasi ve daha diisiikk enerjili 1s1n
yayilmasi temeli tizerine kuruludur.

Molekiiller enerji seviyeleri adi verilen ¢esitli durumlara sahiptirler.
Floresans spektroskopi elektronik ve vibrasyonel seviyeler de incelenir.
Genel olarak 6rnekler temel elektronik seviye (diisiik enerjili) ve daha yiiksek
enerjili  uyarilmig  elektronik  seviyelerde  bulunurlar.  Floresans
spektroskopisinde Ornekler 6nce fotonun absorbe edilmesi ile temel
elektronik diizeyden uyarilmis elektronik diizeydeki g¢esitli vibrasyonel
seviyelerin birine uyarilir. Diger molekiiller ile c¢arpismalar molekiiliin

uyarilmig elektronik diizeyin en diisilk vibrasyonel seviyesine ulasincaya
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kadar enerjisini kaybetmesine neden olur. Daha sonra molekiil bir foton
yayinlayarak temel elektronik diizeyin cesitli vibrasyonel seviyelerinden
birine diiser. Molekiiller temel diizeydeki vibrasyonel seviyelerin herhangi
birine diisecekleri i¢in yayinlanan fotonlar farkli enerjilere dolayisi ile de
farkli frekanslara sahip olacaklardir. Bu nedenle floresans spektroskopisinde
151810 farkl frekanslar1 analiz edilerek farkli vibrasyonel seviyelerin yapilar
belirlenebilir.

Tipik bir floresans spektroskopi deneyinde eksitasyon 1sini sabit bir
dalga boyunda tutularak Ornek tarafindan yayilan floresans 1s18in farkl
frekanslar1 olgiiliir. Elde edilen spektruma emisyon spektrumu adi verilir.
Eksitasyon spektrumu ise farkli dalga boylarinda eksitasyon 1gin1 kullanilarak

emisyon spektrumlarinin kaydedilmesi ile elde edilir (Lakowicz, 2003).

1.8.5 Zaman iliskili Tek Foton Sayim (TCSPC)

Time-resolved oOlgiimler, floresans spektroskopisinde, biyolojik
makromolekiillerin ¢aligilmasinda ve ayrica hiicre goriintiilemede yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu Ol¢limlerin avantajlar1 sayesinde goriintii
kontrastinin, 6rnegin her bir bolgesindeki yasam siiresi degerlerine gore
belirlendigi yasam stiresi goriintiileri elde etmek miimkiindiir.

Time-resolved floresans 6l¢iimii i¢in time-domain ve frequency-domain
metodlar1 olmak tizere iki metot kullanilmaktadir. Time-domain metodunda,
ornek 151k pulsu ile uyarilir. Puls genisligi miimkiin oldugu kadar kisa tutulur
ve Ornegin bozunma zamanindan (t) ¢ok daha kisa olmalidir. Eksitasyon
pulsunu takiben zamana bagl siddet 6l¢iiliir. Bozunma zamanai t, log I(t)’ nin
t” ye karst ¢izilen grafigin egiminden hesaplanir ya da siddetin, t=0" da 1/e
kadar azaldig1 zamandan hesaplanir. Siddet bozunmalar1 dikey z-ekseni ile

54.7° ac1 yapacak sekilde yerlestirilmis bir polarizér yardimiyla olgiiliir. Bu
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durum siddet bozunmalari lizerindeki rotasyonal diflizyon ve/veya anizotropi
etkilerinden kaginmak i¢in kullanilir.
Glinlimiizde time-domain Ol¢limlerinin pek ¢ogu Time Correlated

Single Photon Counting teknigi kullanilarak gerceklestirilir.

Dedektdr
sinyali /
Laman [ng)

Foton % b,

s ——~
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s I
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Foton
Dagihimi
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Sekil 1.24 TCSPC Prensibi (Lakowicz, 2003).

TCSPC tekniginde, 6rnek seklin en iistiinde dalga formunda gosterilen
151k pulsu ile uyarilir. Dalga formu, pek ¢ok florofor uyarildiginda ve ¢ok
sayida foton gozlendiginde, gozlenir. TCSPC tekniginde sartlar, lazer pulsu
basina bir fotondan daha az algilanacak sekilde ayarlanir. Eksitasyon pulsu
ile gozlenen foton arasindaki zaman ol¢iiliir ve histogramda saklanir.

x -ekseni zaman farkini, y-ekseni ise bu zaman farkinda algilanan foton

sayisini gosterir. Eksitasyon pulsu basina 1 fotondan daha azi algilandiginda,
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histogram bozunmay1 dalga formunda gdsterir. Sayim hiz1 yiiksek olursa,
histogram daha kisa zamanlara meyilli olur. Bunun nedeni TCSPC’ de sadece
ilk fotonlarin gozlenmesidir. Giiniimiizde elektronik cihazlar, yasam siiresi
degerleri nano saniye mertebesinde oldugundan ¢oklu fotonlar1 6lgecek kadar
hizli degildir. Puls basina ¢oklu foton mikro saniye ya da daha uzun bozunma

zamanlari i¢in Olciilebilir (Lakowicz, 2003).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Kimyasal Maddeler

Melatonin (N-Asetil-5-metoksitriptamin), L-a-Fosfatidilkolin gliserol
(DPPG), L-a- Fosfatidilkolin dipalmitol (DPPC), L-a- Fosfatidilkolin
dioleoil (DOPC) ve kolesterol Sigma (St. Louis, Mo) firmasindan satin
alimmustir. Elde edilen membranlar1 goriintiilemek i¢in kullanilan boya SP-
DiOC;3(3) Invitrogen firmasindan satin alinmigtir. Biitiin kimyasal maddeler

bu haliyle daha fazla saflagtirllmadan kullanilmislardir.
2.2. Kullanilan Membran Cesitleri

Bu c¢alismada c¢ok katli membranlar (MLV) ve tek katli membranlar
( LUV) gibi farkli membran ¢esitleri kullanilmistir.

Cok katmanl vezikiiller hazirlanmasi detayli bir sekilde tanimlanabilen
ilk lipozom ¢esididir ve en genis kullanima sahiptir (Bangham et al., 1965).
MLV hazirlanmasi oldukga basittir (Severcan et al., 2005). Organik ¢oziicii
icindeki lipitleri ¢oziicliden ayirip ince film tabakasi haline getirebilmek i¢in,
azaltilmis basing altinda donerek uygulanan ugurma iglemi gerekmektedir.
Ince film tabakasi haline getirilmesinin nedeni katmanin hidrasyonunun
kolaylagmasini saglamaktir. Eger farkli lipitlerden olugan bir lipit karisimu ile
MLV hazirlanmak isteniyorsa, bu lipitlerin ince film haline gelmeden once
uygun bir organik ¢oziicii icinde karistirilmalar1 gerekmektedir. ince film
haline getirildikten sonra tampon ¢ozelti eklenir ve karisim belli bir siire
boyunca calkalanir. Lipozom hazirlanirken, lipozomu olusturan lipitlerin faz
gecis sicakligima dikkat edilmelidir ve hazirlik asamasinda karisimin
sicakliginin lipit faz gecis sicakliginin {izerinde bir sicaklikta tutulmasi
gerekmektedir. Hidrasyon siiresi maksimum enkapsiilasyon saglamak

acisindan onemlidir.
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MLV c¢esitli molekiillerin kapsiillenmesinde olduk¢a uygundur ve
cesitli lipit bilesenlerinden yapilabilir. Diger lipozom hazirlama yontemleri
ile karsilastirildiginda hazirlanmasi en kolay lipozomlardir.

Biiytik tek katmanli vezikiiller (LUVs), 100nm mertebesindeki
biiyiikliiklerde ¢aplara sahip olan lipozomlardir ve tek katmandan olusurlar.
Tek katmanli vezikiiller i¢in fosfolipit igerigi vezikiiliin ¢apinin karesiyle
orantilt olan yiizey alani ile iliskili iken tutulmus hacim (entrapped volume)
capmin kiibliyle degisir. Ayrica membranin smirlt kalinligi sebebiyle
vezikiiller kiiciildiikce, fosfolipitler daha fazla i¢ boslugu kaplayacagindan
sulu hacimleri daha da azalir. Bu nedenden dolay: verilen bir lipit miktar
icin, bliylik lipozomlar kii¢iik lipozomlara gore ¢cok daha biiyiik sulu hacme
sahiptirler. Biyiik tek katmanli vezikiiller (LUV) ¢esitli yontemler
kullanilarak hazirlanabilirler. Bunlardan biri ve en ¢ok kullanilan1 ekstriizyon

yontemidir.
2.3. Membran Bilesenleri

Cok kath ve tek katli membran hazirlamak i¢in doymus bir lipit olan
DPPG, DPPC ve kolesterol kullanilmistir (Sekil 2.1). Melatonin membran
etkilesimlerini Floresans Spektroskopisi teknigi ile incelemek i¢in florofor bir

boya olan SP-DiOC,g(3) kullanilmistir.
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Sekil 2.1 Lipit Bilesenlerinin Molekiiler Yapilari

Anyonik doymus bir fosfolipit olan DPPG yaklasik 40 °C faz gecis
sicakligina sahiptir. Doymus bir fosfolipit olan DPPC 41 °C faz gecis
sicakligina sahip oldugu i¢in oda sicakliginda jel fazda olan ve hiicre
membraninda en ¢ok bulunan fosfolipitdir, ayrica viicudun kolin deposunun
bliyiik kismini1 temsil eder. DPPC c¢ok etkili bir yilizey aktif maddedir,

akcigerlerin i¢ ylizeylerinin ylizey gerilimine bagl olarak yapismasini 6nler.
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Sekil 2.2 SP-DiOC;5(3) Molekiiler Yapisi

SP-DiOC,5(3) karbosiyanin bir boyadir (Sekil 2.2). Karbosiyanin
boyalar floresan boyalar arasinda en yiiksek sogurmaya sahiptir ve lipit
membranlarda oldukga floresandir. Boyalarin uzun lipofilik zincirlere sahip

olmasi onlar1 hiicre membranlarinin boyanmasinda ideal yapar.
2.4. Membran Orneklerinin Hazirlanmasi
2.4.1 MLV Hazirlanmasi

Cok katlh membran Ornekleri Severcan et al. (2005)’dan kaydedilen
prosediire gore hazirlandi. Degisik melatonin konsantrasyonlari i¢in gerekli
olan melatonin miktarlart hesaplandi. 5 mg. melatonin 1000 pl etanolde
cOziinerek stok c¢oOzelti hazirlandi. Her bir konsatrasyon ic¢in ependorf
kaplarina, hazirlanan stok ¢ozeltiden gerekli melatonin miktar1 konuldu ve
herbir ependorftaki etanoliin fazlas1 azot gazi gegirilerek uguruldu. Saf lipit
(%0) icin de dahil olmak iizere biitiin ependorflarin i¢ine 5 mg lipit miktar
konuldu. Lipiti ¢6zmek i¢in 150 pl kloroform konulup eritildikten sonra
kloroformun fazlas1 azot gazi ile uguruldu. Kalan tiim organik ¢oziiciilerden
iyice arindirilmasi i¢in 6rnek kaplari vakum sistemine (Spin-Vac, HETO)
baglandi ve en az 2 saat vakum yapildi. Bu islem sonucunda kuru ince lipit
tabakalar1 elde edildi. Lipit tabakasi igeren kaplara 25 pl tampon ¢ozelti (10
mM fosfat buffer, pH 7.4 ) konuldu. Karigim, lipit ana faz gecis sicakliginin
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20 °C tizerinde 1sitilip karistirilarak yarim saat vortex karistiricida calkalandi

ve boylece siit renginde ¢ok katli katmanlar elde edildi.
2.4.2 LUV Hazirlanmasi

Bu tip yapay membranlarin hazirlanmasinda da yine aym lipit
bilesenleri ve kolesterol kullanilmistir. LUV’ler de ¢esitli ydntemler
kullanilarak hazirlanabilirler. Bunlardan biri ve en ¢ok kullanilani ekstriizyon
yontemidir.

Lipit ekstriizyon tekniginde lipit siispansiyonu belirli bir gozenek
boyutuna sahip polikarbonat filtreden gegirilir. 100 nm civarinda goézenek
boyutuna sahip filtreler kullanilarak yapilan ekstriizyon sonucunda 120-140
nm c¢apli biiylik tek katmanli vezikiiller elde edilmektedir. Vezikiil boyutu
ayrica lipit bilesenlerine de baghdir. Ekstriizyon yonteminde esas
polikarbonat filtreye gelmeden oOnce, lipit soliisyonu daha genis gozenek
boyutuna sahip on filtrelerden gegirilir. Bu 6n filtreler, membranlari kirlenme
ve tortu olusumu gibi olumsuz etkilerden korumaya yardimct olur. Ayrica

islem sonras1 soliisyon boyut dagiliminda homojenlik saglamaktadirlar.

o halkas: destek filiveleri s lla]]'iasl teflon mil yatag

CAm i mg@

Ekstruder dag kahf Pu].l]ia.ﬂmnat memhbran Tuwiucu bag

ie memhran desiegi
Ig membran destef

Sekil 2.3 Ekstriizyon yonteminde kullanilan ekstruder pargalari.
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Ekstriizyon islemi sirasinda lipitin faz gecis sicakligina dikkat
edilmelidir ve islem lipit faz gecis sicakliginin iizerinde bir sicaklikta
gerceklestirilmelidir. Islem faz gecis sicakliginin altinda gerceklesirse
membran rijid haldeyken go6zeneklerden gecemeyecegi i¢in basarisiz

olacaktir.
2.5 FTIR Olciimleri Icin Ornek Hazirlanmasi
2.5.1 MLV Hazirlama

FTIR ¢alismalari i¢in Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR spektrometresi
kullanilmigtir. Hazirlanan membran 6rneklerinden 20 ul alindi ve 12 pum
hiicre kalinlikli suda ¢oziinmez CaF, quartz pencere arasina konuldu. Bu
pencere sicaklik kontroliine uygun metal kaba konduktan sonra sicaklik
kontrol sistemine yerlestirildi. Sicaklik Unicam Specac sicaklik kontrol
birimi ile ayarlanip, 6rnege yakin yerlestirilen 1s1l ¢ift ile 6l¢iildii. Her 6rnek
icin 2 cm™ ¢ozme giicii ile 50 tarama yapildi. Ornekler her sicaklikta 10
dakika inkiibe edildi ve 2 °C araliklar ile 25 °C ile 70 °C arasinda tarandu.
Tim calismamizda FTIR teknigi ile gerceklestirdigimiz sicakliga bagh

Olctimlerin hepsi ti¢ kez tekrarlanmistir.
2.5.2 LUV Hazirlama

Melatonin, lipit ve lipit/kolesterol (10:1) karigimlari i¢in hazirlanan
LUV ornekleri icin oOncelikle FTIR ol¢iimleri i¢in hazirlanan 06rnek
prosediiriine gére MLV hazirlandi. FTIR 6Slgiimleri i¢in hazirlanan MLV
ornekleri i¢in 25 pl tampon ¢ozelti kullanilirken, LUV 6rnekleri hazirlanirken
1000 pl tampon ¢ozelti kullanilarak MLV hazirlandi. Elde edilen
MLV’lerden daha sonra ekstriizyon yontemi ile LUV elde edildi. Ekstriizyon
islemi sonucunda elde edilen LUV’ler yaklasik 3 saat Freze Dryer’da
bekletilerek daha konsantre olmasi saglandi. Sonrasinda MLV 6rneklerinden

FTIR verileri elde etmek i¢in izlenen prosediir kullanildi. Tiim ¢alismamizda
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FTIR teknigi ile gerceklestirdigimiz sicakliga bagli 6l¢iimlerin hepsi li¢ kez

tekrarlanmugtir.
2.6 DSC Olciimleri Ii¢in Ornek Hazirlanmasi
2.6.1 MLV Hazirlama

DSC o6l¢iimleri i¢in lipit karigimi infrared ¢aligmalart i¢in kullanilan
ayni yontemle hazirlandi. Sadece 2 mg lipit ve 50 upl tampon c¢ozelti
kullanildi. Ornekler TA Q 100 DSC aletinde taranmustir. Isitma hiz1 dakikada
1 °C dir. Caligilan sicaklik bolgesi 25 °C ile 65 °C arasindadir.

2.6.2 LUV Hazirlama

FTIR o6l¢iimleri i¢in elde edilen LUV 6rneklerinden 50 pl alinarak
Olctimler gerceklestirildi ve MLV orneklerinin DSC verileri elde edilmesinde

kullanilan prosediir izlendi.

2.7 TCSPC Olciimleri i¢cin Ornek Hazirlanmasi
TCSPC ol¢limleri igin LUV 06rnekleri hazirlandi. Farkli lipitler ve
kolesterol i¢in ayr1 ayrt 5 mg madde 1000 pl kloroformda ¢oziilerek stok
¢ozelti hazirlandi. 10 pl lipit ve degisik konsantrasyonlarda boya bu lipit
miktarina uygun olarak hesaplanarak eklendi. Boya ve 6rnek karigimlari 1000
pl tampon ¢ozelti kullanilarak 6nce MLV haline getirildi daha sonra elde
edilen MLV’lerden ekstriizyon yontemiyle LUV elde edildi. Boya

konsantrasyonuna bagli 6l¢timler oda sicakliginda gerceklestirildi.

2.8 Floresans Spektroskopisi Ol¢iimleri i¢in Ornek Hazirlanmasi
Artan boya konsantrasyonu ve hem bireysel lipitler hem de
lipit/kolesterol karisimlarindan olusan orneklerin Floresans Spektroskopisi

Olctimlerinde, ornek hazirlama prosediirii TCSPC tekniginde kullanilan
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prosediir ile ayniydi. Olgiimlerde 1000 pl 6rnek miktar1 kullamldi. Olgiimler
oda sicakliginda gergeklestirildi.

Melatonin, lipit ve lipit/kolesterol (10:1) karisimlar1 i¢in ise kullanilan
ornek prosediirii FTIR 6lgiimleri i¢in hazirlanan LUV 6rneklerinin prosediirii
ile ayntyd1. Bu 6lgiimlerde de 1000 pl 6rnek miktar1 kullanildi. Olgiimler oda
sicakligi ve lipit siv1 kristal faz bolgesi sicakligi olmak iizere iki farkl

sicaklikta (25-55 °C) gercgeklestirildi.

2.9 TCSPC Cahsmalar I¢in Kullamlan Kurulum
TCSPC calismalar1 Nikon inverted mikroskop kullanilarak
gergeklestirildi. SP-DiOC,s(3) boyayr uyarmak i¢in 470nm Becker&Hickle
picosecond pulsed diod lazer kullanildi. 50 MHz puls araligi iiretildi. Uyarma
15101, Ornege 40xNA 0.55 WD objektif lens kullanilarak odaklandi. Emisyon
15111 500nm band-pass filtre kullanilarak ayrildi.
TCSPC olglimleri i¢in LUV o6rnekleri kullanildi. SP-DiOC,5(3)
emisyonu A=500nm’de oOlgiildii. Instrument Response Function (IRF) Rose
Bengal sacgilma dispersiyonundan elde edildi. TCSPC teknigi ile farkli lipit

sistemleri i¢in bozunma zaman grafikleri elde edildi.

2.10 Floresans Spektroskopi I¢in Kullanilan Kurulum

Boya ve ¢esitli lipit memran karigimlari i¢in elde edilen 6l¢iimlerde
Perkin Elmer Luminesans Spektrometre LS 50B kullanildi. Melatoninin lipit
ve lipit/kolesterol karisimlari ile etkilesimini incelemede ise Varian Cary
Eclipse Floresans Spektrofotometresi kullanildi. Boya ve ¢esitli lipit memran
karisimlart i¢in once absorpsiyon spektrumlari daha sonra eksitasyon ve
emisyon spektrumlar1 alindi. Melatonin, lipit ve lipit/kolesterol karigimlar
icin ise emisyon spektrumlari alindi. Emisyon spektrumu elde etmek i¢in

belirlenen araliklar baglangic degeri icin 480nm bitis degeri i¢in 700 nm,
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eksitasyon degeri ise 470 nm alindi. Eksitasyon spektrumu i¢in belirlenen
araliklar baslangi¢c degeri i¢in 370 nm, bitis degeri i¢in 530 nm, emisyon

degeri ise 550 nm alindu.
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3.SONUCLAR

3.1 MELATONIN VE NEGATIF YUKLU MODEL MEMBRAN
(DPPG) ETKILESIMI

Bu ¢alismada ilag olarak potansiyel vaat eden melatoninin negatif yiikli
model membranlar iizerindeki fiziksel etkileri spektroskopik ve kalorimetrik
olarak incelenmistir. Melatoninin jel ve sivi1 kristal fazda lipitin asil zinciri,
karbonil grubu ve fosfat bas grubu ile nasil etkilestigi, membran ic¢indeki
konumu ve dolayisi ile membran diizen ve dinamigini nasil degistirdigi

incelenmistir.

Bu caligmadaki esas amacimiz melatoninin negatif yiiklii membranla
etkilesmesini sicakliga ve melatonin konsantrasyonuna bagli olarak
incelemektir. Ayrica melatoninin membranlarla etkilesmesini anlamak,
incelenecek sistemin gergek membranlara benzemesi nedeni ile hem gergek
sistemlerdeki etkilesmeleri anlamamiz agisindan degerli bilgiler verecektir
hem de melatoninin etki mekanizmasin1 daha fazla anlamamiza yardimci
olacaktir. Melatonin-membran etkilesimini daha iyi anlamak i¢in daha fazla
teorik ve deneysel caligma gereklidir. Bu tip calismalar melatoninin

molekiiler diizeyde anlagilmasina yardimci olacaktir.

Bu calismada FTIR (Fourier Trasform Infrared) ve DSC (Diferansiyel
Tarama Kalorimetre) teknikleri kullanilmistir. Ik olarak FTIR tekniginden
elde edilen sonuglar incelenecektir. Elde edilen sonuglarin analizi boyunca
yapisal parametreler (lipit diizeni ve hidrojen baglanmasinin durumu gibi) ve

dinamik parametreler (band genisligi gibi) dikkate alinmistir.

Calismada kullanilan diger bir teknik olan DSC ile kalorimetrik olarak
faz gecis sicakliklar1 hakkinda bilgi elde edilmistir. Dikkate alinan

parametreler 6n gegis sicakligl ve ana faz gegcis sicakligidir.
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3.1.1 FTIR SONUCLARI

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

ve bu frekanstaki bant genigliklerinden fizikokimyasal bilgiler elde edilebilir.

Lipitlerin infrared spektrasi, bas grup ve hidrokarbon zincir spektral
karakteristikleri  belirtilen farkli molekiiler pargaciklarin  molekiiler
titresimlerinden  baglayan iki spektral bolgede calisilmistir. Tim
calismamizda FTIR teknigi ile gerceklestirdigimiz sicakliga bagh Sl¢iimlerin

hepsi li¢ kez tekrarlanmistir.
3.1.1.1 C - H GERILME BOLGESI
3.1.1.1.1 CH, Antisimetrik Gerilme

Sekil 3.1°deki CH, antisimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga
baglh degerleri saf DPPG lipozomu i¢in incelendiginde; jelden sivi kristal
faza gecisin yaklastk 40 °C’de merkezlenen dar bir sicaklik araliginda

meydana geldigi gozlenmistir.

Saf DPPG lipozomlarina farklt % mol melatonin eklendiginde faz
gecisi degismistir. Melatoninin artan konsantrasyonlar1 faz gecis egrisinin,
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda, genislemesine ve faz gegis sicakliginin

diismesine neden olmustur.

Saf DPPG lipozomlarina farkli konsantrasyonlarda (%3, %6, %9, %15,
%24, %30 mol) melatonin eklenmesi ile faz gecisinin altindaki sicakliklarda
yani jel fazda ve faz gecisinin lizerindeki sicakliklarda yani sivi kristal fazda,
frekansta konsantrasyona bagli olarak farkli degisimler gozlenmistir.

Frekanstaki bu degisimler degerlendirildiginde;

- Jel ve siv1 kristal fazda, %3, %6 ve %9 mol melatoninin DPPG

lipozomlarina eklenmesi ile frekansin azalmasi, sistemde gauche
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konformerlerinin sayisinin azalmasmna ve bu da sistemin asil zincir

(hidrokarbon zincir) diizeninin artmasina neden olmaktadir.

- Jel ve s1v1 kristal fazda, melatoninin artan konsantrasyonlar1 (% 15,
24, 30) ile frekans degerlerinin saf DPPG frekans degerlerinden yiiksek

olmasi, gauche konformerlerinin sayisinin artmas1 demektir (Sekil 3.1) .
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Sekil 3.1 Saf ve farkli1 % mol melatonin i¢geren DPPG lipozomunun CH; antisimetrik gerilme modu frekansinin sicakliga

bagli degisimi.
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Sekil 3.2°deki CH, antisimetrik gerilme titresiminin band genisliginin
sicakliga bagli degerleri incelendiginde; melatoninin %3, %6 ve %9 mol
konsantrasyonlarinin eklenmesi hem jel hem de sivi1 kristal fazda degerler saf
DPPG lipozomu degerlerine gore azalmis, %15 %24 ve %30 mol gibi daha
yiiksek konsantrasyonlarin eklenmesi ile ise band genisligi degerleri artmustir.

Band genisligi degerlerindeki bu degisimler degerlendirildiginde;

- Band genisligi degerlerinin %3, %6 ve %9 mole kadar hem jel hem de
sivi kristal fazda saf DPPG degerlerine gore azalmasi; lipit asil zincirlerinin
hareket Ozgiirliigiiniin her iki fazda azalmasi anlamina gelir. Yiksek
konsantrasyon degerlerinin (%15, %24 ve % 30) ise, hem jel hem de siv1 kristal
fazda saf DPPG degerlerinin iistlinde olmasi, diger konsantrasyon degerlerine
gore yiiksek konsantrasyonlarin membran dinamigini arttirici etkisinin oldugunu

gosterir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Saf ve farkli % mol melatonin igeren DPPG lipozomunun CH, antisimetrik gerilme modu band genisliginin

sicakliga bagh degisimi.
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3.1.1.2 BAS GRUP GERILME BOLGESI
3.1.1.2.1 C = O Gerilme

Sekil 3.3’deki C = O gerilme titresim frekansinin sicakliga bagh
degerleri incelendiginde; saf DPPG egrisinde 40 °C civarinda ana faz gegis
sicakligini goriintiileyen ani bir azalma gézlenmistir. Saf DPPG lipozomuna
melatoninin farkli konsantrasyonlarmin eklenmesi sonucunda, hem jel hem

de siv1 kristal fazda, frekans degerlerinde, genel olarak azalma goriilmustiir.

C = O gerilme titresim frekansinin sicakliga bagli degerlerindeki bu

degisimler degerlendirildiginde;

Hem jel hem de sivi kristal fazda, DPPG lipozomlarina eklenen
melatonin konsantrasyonlarinin frekans degerlerini diisiirmesi, melatoninin
fosfolipitlerin karbonil gruplar ile kuvvetli hidrojen bagi yaptigin1 gosterir

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Saf ve farkli1 % mol melatonin i¢geren DPPG lipozomunun C=0 gerilme modu frekansinin sicakliga bagl

degisimi.
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3.1.1.2.2 PO, Antisimetrik Gerilme

Sekil 3.4’deki PO, antisimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga

bagli degerlerinde de yine C = O gerilme titresim frekansinda oldugu gibi
hem jel hem de siv1 kristal fazda saf DPPG frekans degerlerine gore artan

melatonin konsantrasyonlari ile azalma gézlenmistir.
Frekanstaki bu degisim degerlendirildiginde;

Hem jel hem de sivi  kristal fazda, artan melatonin
konsantrasyonlarinin frekanslarinin azalmasi yine melatoninin fosfolipitlerin

bas gruplari ile kuvvetli hidrojen bag1 yaptigini gosterir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Saf ve farkli % mol melatonin iceren DPPG lipozomunun PO, antisimetrik gerilme modu frekansinin

sicakliga bagli degisimi.
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3.1.2 DSC SONUCLARI

Sicakliga bagli olarak saf DPPG ve degisik melatonin konsantrasyonlari
iceren DSC kalorimetrik egrileri Sekil 3.5’de gosterilmistir. Bu egrilerden
goriildiigl gibi, melatoninin saf DPPG lipozomlarina eklenmesi ile 6n gegis
egrisi kaybolur ve ana faz gecis egrisinin biiylikligiinde kiiciilme ve diisiik

sicakliklara kayma gozlenir.

Bu DSC sonuglarina gore, melatonin konsantrasyonu arttikca DSC
piklerinin genislemis olmasi lipit zincirler arasindaki igbirliginin azaldig

anlamina gelir.
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3.2 MELATONININ DPPC VE DPPC/KOLESTEROL MODEL
MEMBRANLARI (LUV) UZERINE ETKISI

Bu c¢aligmada, melatoninin, biyolojik membranlara en yakin model olan
lipit membranlar; dipalmitol fosfatidilkolin (DPPC) ve DPPC/Kolesterol
karisimi iizerine etkisi, Fourier transform infrared (FTIR) , diferansiyel
tarama kalorimetre (DSC) ve Floresans Spektroskopisi teknikleri kullanilarak
incelenmistir.

Yiiksek lisans ¢aligmalarimizda melatoninin nétr membranlar (DPPC)
kullanarak hazirladigimiz ¢ok katmanli vezikiillerle (MLV) nasil etkilestigini
sicakliga ve artan melatonin konsantrasyonlarina (%1, %3, %6, %9, %15,
%24 ve %30 mol) bagh olarak FTIR ve DSC teknikleri kullanarak
incelemistik. Bu ¢alismamizda ise yine ayni notr membranlar1 kullanarak ve
bu sefer biiyiik tek katmanli vezikiiller (LUV) hazirlayarak melatoninin
membranlarla etkilesimini inceledik. Melatoninin ¢ok katmanh ve tek
katmanli lipozomlarla etkilesiminde farkli davranis sergileyip sergilemedigini
gosterebilmek icin deneylerimizi bir diisiik (%3 mol) ve bir yiiksek (%15
mol) konsantrasyonlar olmak iizere iki melatonin konsantrasyonu ile

gergeklestirdik.

Melatoninin membran yap1 ve akiskanligini, membran gecirgenligini
nasil degistirdigi, melatoninin ¢esitli konsantrasyonlari kullanilarak ve

sicakliga bagh olarak incelenmistir.
3.2.1 FTIR SONUCLARI

Bu bolimde hem DPPC ve melatoninden olusan model membranlar
(LUV) i¢in elde edilen hem de DPPC/Kolesterol ve melatoninden olusan

model membranlar (LUV) i¢in elde edilen FTIR sonuglar1 incelenecektir.

FTIR tekniginden elde edilen sonuglarin analizinde diizen gibi yapisal

parametreler ve dinamik parametreler dikkate alinmistir. Tiim ¢alismamizda
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FTIR teknigi ile gerceklestirdigimiz sicakliga bagli 6l¢iimlerin hepsi li¢ kez

tekrarlanmugtir.
3.2.1.1 C - H GERILME BOLGESI
3.2.1.1.1 CH, Antisimetrik Gerilme

Sekil 3.6’daki CH; antisimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga
bagl degerleri saf DPPC (LUV) lipozomu i¢in incelendiginde; jelden sivi
kristal faza gecisin yaklasik 41°C’de merkezlenen dar bir sicaklik araliginda

meydana geldigi gozlenmistir.

Saf DPPC (LUV) lipozomlarina farkli % mol melatonin eklendiginde
faz gecisi degismistir. Melatoninin artan konsantrasyonlart faz gegis

sicakliginin diismesine neden olmustur.

Saf DPPC (LUV) lipozomlarina farkli konsantrasyonlarda (%3 ve %15
mol) melatonin eklenmesi ile faz ge¢isinin altindaki sicakliklarda yani jel
fazda ve faz gecisinin {izerindeki sicakliklarda yani sivi kristal fazda,
frekansta konsantrasyona bagli olarak farkli degisimler gozlenmistir.

Frekanstaki bu degisimler degerlendirildiginde;

- Jel fazda, farkli % mol melatoninin DPPC (LUV) lipozomlarina
eklenmesi ile frekansin azalmasi, sistemde gauche konformerlerinin sayisinin
azalmasina ve bu da sistemin asil zincir (hidrokarbon zincir) diizeninin

artmasina neden olmaktadir.

- Siv1 kristal fazda, melatoninin artan konsantrasyonlar ile frekans
degerlerinin saf DPPC (LUV) frekans degerleri ile hemen hemen ayni
kalmasi, eklenen melatoninin bu fazda frekans tizerinde ihmal edilebilir

etkiye sahip oldugunu gosterir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Saf ve farklt % mol melatonin iceren DPPC (LUV) lipozomunun CH, antisimetrik gerilme modu frekansinin

sicakliga bagh degisimi.
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Sekil 3.7°deki CH; antisimetrik gerilme titresiminin band genisliginin
sicakliga bagl degerleri incelendiginde; hem jel hem de sivi kristal fazda
degerler saf DPPC (LUV) lipozomu degerlerine gore, melatoninin %3 ve
%15 mol konsantrasyonlarinin eklenmesi ile artmistir. Band genisligi

degerlerindeki bu degisimler degerlendirildiginde;

- Band genisligi degerlerinin hem jel hem de sivi kristal fazda saf
DPPC (LUV) degerlerine gore artmasi; lipit asil zincirlerinin hareket
Ozgurliigiinin her iki fazda artmasi dolayist ile melatoninin membranin

akiskanligin arttirdig1 anlamina gelir.
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Sekil 3.7 Saf ve farkli % mol melatonin igeren DPPC (LUV) lipozomunun CH, antisimetrik gerilme modu band

genisliginin sicakliga bagl degisimi.
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Buraya kadar melatonin ve DPPC LUV model membranlarinin C-H
gerilme bolgesi icin elde edilen etkilesimi incelenmistir. Simdi ise saf DPPC
membranlarina kolesterol ve melatonin eklenmesi ile elde edilen LUV model
membranlarmin  C-H gerilme bolgesi i¢in  elde edilen etkilesim

incelenecektir.

Sekil 3.8’deki sadece kolesterol ve farkli melatonin konsantrasyonlari
(%3 ve %15 mol) ile kolesterol eklenmesi ile elde edilen karisim i¢in CH,
antisimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga bagl degerleri saf DPPC
(LUV) lipozomu i¢in incelendiginde; saf DPPC lipozomuna kolesterol
eklenmesi ile jelden sivi kristal faza gegisin yaklasik yine 41°C de meydana

geldigi gézlenmistir.

Saf DPPC lipozomuna kolesterol ve farklt % mol melatonin
eklendiginde faz gecisi degismistir. Melatoninin faz gec¢is sicakliginin

kolesterol varliginda da diismesine neden olmustur.

Saf DPPC lipozomuna sadece kolesterol ve kolesterol ile birlikte farkli
konsantrasyonlarda (%3 ve %15 mol) melatonin eklenmesi durumunda jel
fazda ve sivi kristal fazda, frekansta konsantrasyona bagli olarak farkl

degisimler gozlenmistir. Frekanstaki bu degisimler degerlendirildiginde;

- Jel fazda, kolesterolin saf DPPC lipozomlarina eklenmesi ile
frekans degerlerinde artma gozlenirken, kolesterol ve farkli % mol
melatoninin DPPC lipozomlarina eklenmesi ile frekans degerlerinde azalma
gozlenmistir. Saf DPPC lipozomlarina sadece kolesteroliin eklenmesi jel
fazda gauche konformerlerinin sayisinin artmasina neden olurken, kolesterol
ve melatonin DPPC membranlarina eklenmesi sistemde gauche
konformerlerinin sayisinin azalmasina ve dolayisi ile de sistemin asil zincir

(hidrokarbon zincir) diizeninin artmasina neden olmustur.
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- Siv1 kristal fazda, kolesterol, saf DPPC membranlarinin frekans
degerlerini azaltmistir. Melatonin ve kolesteroliin sistemde bir arada
bulunmasiyla da frekans degerleri saf DPPC membranlarinin frekans
degerlerine gore azalmistir. Sadece kolesterol ve kolesterol ve melatonin
karisimindan olusan DPPC membranlarinin frekans degerlerinin saf DPPC
frekans degerlerinden diisiik olmasi ise, kolesterol ve melatoninin, sistemin
asil zincir diizenini sivi kristal fazda arttirdigi anlamina gelmektedir. (Sekil

3.8)



92

CH, ANTISMETRIK GERILME

2924

DALGA SAYISI (cni)

—e— dppc

—=— dppcchol
—— dppcchol+%3mel

—a— dppcchoH%15mel

2916 T T T T T T
25 30 35 40 45 50 55 60 65

SICAKLIK ('C)

Sekil 3.8 Saf, kolesterol ve kolesterolle birlikte farkli % mol melatonin igeren DPPC lipozomunun CH; antisimetrik

gerilme modu frekansinin sicakliga bagl degisimi.
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Sekil 3.9°daki CH; antisimetrik gerilme titresiminin band genisliginin
sicakliga bagli degerleri incelendiginde; kolesteroliin saf DPPC
membranlarina eklenmesi ile jel fazda band genisligi degerleri artarken sivi
kristal fazda bu degerler azalmistir. Sistemde hem kolesterol hem de
melatoninin bulunmasi1 durumunda ise band genisligi degerleri hem jel hem
de siv1 kristal fazda artmistir. Band genisligi degerlerindeki bu degisimler
degerlendirildiginde;

- Band genisligi degerlerinin sadece kolesterol varliginda jel fazda
artmasi; kolesteroliin saf DPPC lipozomlarinin asil zincir hareket
Ozglirliiglini arttirdigl anlamina gelirken, siv1 kristal fazda bu degerlerin saf
DPPC lipozomlarina gore azalmasi ise kolesteroliin bu fazda lipit asil
zincirlerinin hareket Ozgiirligiinii azalttigi anlamina gelir. Sistemde hem
kolesterol hem de melatoninin bir arada bulundugu durumda band genisligi
degerlerinin hem jel hem de sivi1 kristal fazda saf DPPC lipozomu degerlerine
gore artmasi; lipit asil zincirlerinin hareket Ozgiirliigliniin her iki fazda
artmasi dolayisi ile melatoninin, membran akigkanligini her iki fazda da

arttirdig1 anlamina gelir.
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Sekil 3.9 Saf, kolesterol ve kolesterol ile birlikte farkli % mol melatonin igeren DPPC lipozomunun CH, antisimetrik

gerilme modu band genigliginin sicakliga bagl degisimi.
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3.2.1.2 BAS GRUP GERILME BOLGESI
3.2.1.2.1 C = O Gerilme

Sekil 3.10’daki C = O gerilme titresim frekansinin sicakliga bagh
degerleri incelendiginde; saf DPPC (LUV) lipozomuna melatoninin farkl
konsantrasyonlarinin eklenmesi sonucunda, hem jel hem de siv1 kristal fazda,

frekans degerlerinde azalma goriilmiistiir.

C = O gerilme titresim frekansinin sicakliga bagli degerlerindeki bu

degisimler degerlendirildiginde;

- Hem jel hem de s1v1 kristal fazda, DPPC (LUV) lipozomuna eklenen
melatonin konsantrasyonlarinin frekans degerlerini diisiirmesi, melatoninin

fosfolipitlerin karbonil gruplar ile kuvvetli hidrojen bagi yaptigin1 gosterir
(Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Saf ve farkli % mol melatonin igeren DPPC (LUV) lipozomunun C=0 gerilme modu frekansinin

sicakliga bagli degisimi.



97

Sekil 3.11°deki C = O gerilme titresim frekansinin sicakliga bagh
degerleri saf DPPC, DPPC/Kolesterol ve DPPC/Kolesterol/melatonin sistemi
icin incelendiginde; saf DPPC lipozomununa sadece kolesterol ve
kolesterolle birlikte artan melatonin konsantrasyonlar1 eklendiginde yine hem
jel hem de siv1 kristal fazda, hem kolesteroliin hem de kolesterolle birlikte
eklenen melatonin konsantrasyonlarinin frekans degerlerini diistirdigi
gozlenmistir. Bu da melatoninin DPPC lipozomununun karbonil gruplar ile

de kuvvetli hidrojen bag1 yaptigini1 gosterir.
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Sekil 3.11 Saf, kolesterol ve kolesterol ile birlikte farkli % mol melatonin igeren DPPC lipozomunun C=0

gerilme modu frekansinin sicakliga bagh degisimi.
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3.2.1.2.2 PO, Antisimetrik Gerilme

Melatoninin DPPC ve DPPC/Kolesterol (LUV) lipozomlarinin bas
gruplart ile etkilesimi PO, antisimetrik gerilme bandinin analizi ile
incelenmistir.

Sekil 3.12°deki PO, antisimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga

bagl degerleri incelendiginde saf DPPC membranlarina artan melatonin
konsantrasyonlar1 eklendiginde frekans degerlerinde C = O gerilme titresim

frekansinda oldugu gibi azalma gdzlenmistir.
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Sekil 3.12 Saf ve farkli % mol melatonin igeren DPPC (LUV) lipozomunun PO antisimetrik gerilme modu

frekansinin sicakliga bagli degisimi.
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Sekil 3.13’deki PO, antisimetrik gerilme titresim frekansinin sicakliga

bagl degerlerinde de yine C = O gerilme titresim frekansinda oldugu gibi
hem jel hem de sivi kristal fazda saf DPPC lipozomuna hem sadece
kolesterol eklenmesi ile hem de kolesterol iceren DPPC lipozomuna artan
melatonin konsantrasyonun eklenmesi ile frekans degerlerinde yine bir

azalma gozlenmistir.

Hem jel hem de siv1 kristal fazda, artan melatonin konsantrasyonlari
ile DPPC ve DPPC/Kolesterol sisteminin frekans degerlerinin azalmasi yine
melatoninin fosfolipitlerin bas gruplari ile kuvvetli hidrojen bagi yaptigini

gosterir.
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Sekil 3.13 Saf, kolesterol ve kolesterol ile birlikte farkli % mol melatonin iceren DPPC lipozomunun PO, antisimetrik

gerilme modu frekansinin sicakliga bagl degisimi.
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3.2.2 DSC SONUCLARI

Sicakliga bagli olarak saf DPPC ve degisik melatonin konsantrasyonlari
iceren LUV lipozomlarinin DSC kalorimetrik egrileri Sekil 3.14’de
gosterilmistir. Bu egrilerden goriildiigii gibi, melatoninin saf DPPC (LUV)
lipozomlarina eklenmesi ile 6n gec¢is egrisi kaybolur ve ana faz gecis

egrisinde diisiik sicakliklara kayma gozlenir.
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Sekil 3.15°de ise saf, sadece kolesterol ve kolesterolle birlikte degisik
melatonin konsantrasyonlari iceren DPPC lipozomlarinin DSC kalorimetrik
egrileri goriilmektedir. Sekilden de goriilecegi gibi DPPC’ye kolesteroliin
eklenmesi ile 41 °C’de esas faz gegis sicakliginda gozlenen pik de genisleme
s6z konusudur. Melatonin konsantrasyonu arttik¢a esas faz gecis sicakligi

daha diisiik sicakliklara kaymustir.
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3.2.3 FLORESANS SPEKTROSKOPIiSi SONUCLARI

Melatoninin DPPC ve DPPC/Kolesterol karisimindan olusan LUV
membranlart iizerindeki etkisi FTIR ve DSC teknikleri yanmi sira Floresans
Spektroskopisi teknigi ile de incelenmistir. Melatonin etkisi floresans
emisyon spektrumlar1 degerlendirilerek incelenmistir. Floresans emisyon
spektrumlar1 LUV membranlarina SP-DiOC;g(3) boyasi eklenerek ve 480-
700 nm araliginda ve 470 nm eksitasyon dalga boyunda elde edilmistir.
Emisyon spektrumlar1 kullanilan model membran lipitinin hem jel faz
sicakliginda (25 °C) hem de s1v1 kristal faz sicakliginda (55 °C) alinmistir.

Sekil 3.16 (a,b,c), saf ve farkli konsantrasyonlarda melatonin iceren
DPPC LUV membranlart i¢in 25 ve 55 °C de elde edilmis emisyon
spektrumlarini ~ gostermektedir. ki  farkli  sicakliklardaki  emisyon
spektrumlari incelendiginde, siv1 kristal faz sicakliginda elde edilen emisyon
spektrumlarinda genisleme oldugu ve saf DPPC LUV membranina melatonin
eklenmesi ile floresans siddetinin % 3 mol melatonin konsantrasyonu i¢in her
iki sicaklikta da arttig1 gortiliirken, % 15 mol melatonin konsantrasyonu i¢in

her iki sicaklikta da hemen hemen ayn1 kaldig goriillmektedir.
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Sekil 3.16 Saf ve farkli konsantrasyonlarda melatonin igceren DPPC LUV
membranlart i¢in 25 ve 55 °C’de elde edilen emisyon spektrumlari. (a) saf
DPPC LUV membrani (b) % 3 mol melatonin igeren DPPC LUV membran

(c) % 15 mol melatonin igeren DPPC LUV membrani.
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Sekil 3.17 Saf ve farkli konsantrasyonlarda melatonin igeren
DPPC/Kolesterol LUV membranlari i¢in 25 ve 55 °C’de elde edilen emisyon
spektrumlari. (a) saf DPPC/Kolesterol LUV membrant (b) % 3 mol
melatonin iceren DPPC/Kolesterol LUV membrani (c) % 15 mol melatonin

iceren DPPC/Kolesterol LUV membrani.

Sekil 3.17 (ab,c), farkli melatonin konsantrasyonu igeren
DPPC/Kolesterol karisimindan olusan LUV membranlarina ait 25 ve 55 °C
de elde edilmis emisyon spektrumlarin1 gostermektedir. Saf DPPC LUV
membrani i¢in elde edilen emisyon spektrumu ile saf DPPC/Kolesterol LUV
membrant i¢in elde edilen emisyon spektrumlarindaki emisyon siddeti
karsilastirildiginda saf DPPC lipozomuna kolesterol eklendiginde emisyon
siddetinin her iki sicaklik i¢in de saf DPPC lipozomundan daha fazla oldugu
goriilmektedir. Emisyon siddetinin bu karistmda daha fazla olmasinin nedeni

kolesterol etkisidir. DPPC oda sicakliginda jel fazdadir ve kolesteroliin
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eklenmesiyle sistem jel fazdan daha diizensiz bir faz olan sivi-diizenli (l0)
fazina ge¢migtir. Sicakligin membran faz gegis sicakliginin iizerinde bir
sicakliga artmasi ile de membran sivi kristal faza gecip daha diizensiz bir hal
almistir. Kolesterol ve sicaklik etkisi ile daha diizensiz bir yapida bulunan
boya molekiilleri sistemde daha serbest halde bulunduklari i¢in emisyon
siddetinde artig gozlenmistir. DPPC/Kolesterol LUV membranina melatonin
eklenmesi ile, her iki sicaklikta da, % 3 mol melatonin konsantrasyonu igin
elde edilen emisyon siddeti incelendiginde, saf DPPC/Kolesterol karigimi
icin elde edilen emisyon siddetinden fazla oldugu goriilmektedir. % 15 mol
melatonin konsantrasyonu i¢ceren DPPC/Kolesterol LUV membrani icin elde
edilen emisyon siddeti incelendiginde, saf DPPC/Kolesterol karisimi igin

elde edilen emisyon siddetinden daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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3.3 PROB-MEMBRAN ETKILESIMLERI

Melatonin-membran etkilesimlerini Floresans Spektroskopisi ile
incelerken floresans 0Ozelligi olan bir prob kullandik. Floresans problar
biyolojik materyallerin goriintiillenmesinde ve c¢alisilmasinda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Biyolojik aragtirmalarda kullanilan bu problar ayni
zamanda sistemdeki molekiiller ile etkileserek sistemi bozabilir. Bizim
kullandigimiz floresans probun sistemi bozup bozmadigini anlayabilmek i¢in
ayrica membran-prob etkilesimlerini de inceledik.

Kullandigimiz probun membranlarla nasil etkilestigini Floresans
mikroskobu kullanilarak gergeklestirilen Time-Correlated Single Photon
Counting (TCSPC) teknigi, Floresans spektroskopi teknigi ve ayrica FTIR ve
DSC teknikleri ile inceledik. Bu ¢alismada farkli faz gecislerine sahip lipitler
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  (DOPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DPPC) ve kolesterol kullanarak hazirladigimiz
model membranlara artan boya konsantrasyonlar1 ekledik. Bu ¢aligsmalarda
da lipofilik karbosiyanin bir boya olan SP-DiOC;5(3) kullanildi.

TCSPC teknigini kullanarak pek ¢ok deney gergeklestirildi. Bu teknikle
gerceklestirilen deneyler, bu tip floresans boyalarin davranislar1 hakkinda

daha detayli bilgi edinilmesine yardimci olur.

3.3.1 TCSPC SONUCLARI

DOPC, DPPC ve DOPC/DPPC/Kolesterol vezikiillerine boya
konsantrasyonlar1  ekleyip, boya konsantrasyonlarmin yasam siiresi
degerlerini nasil etkiledigini gorebilmek i¢in TCSPC teknigi kullanilmigtir.
Hem DPPC ve DOPC i¢in bireysel olarak hem de DOPC/Kolesterol (2:1),
DPPC/Kolesterol (2:1) karisimlarindan olusan model membranlar i¢in boya

konsantrasyonunun yasam siiresi degerlerini nasil etkiledigini gorebilmek
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icin, %0.1 , %0.2 , % 0.5, %1, %2 , %5 ve %10 mol oranlarinda artan boya

konsantrasyonlar1 eklenmistir.
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Sekil 3.18 DOPC ve farkli boya konsantrasyonlari i¢in yasam siiresi

bozunma egrileri.

Her bir lipit, lipit/kolesterol karisimi ve her bir boya konsantrasyonu
icin ayr1 ayr1 Time Harp bozunma egrileri elde edilmistir. Elde edilen
egrilerde, Igor analiz programi kullanilarak her bir 6rnek i¢in yasam siiresi
degerleri elde edilmistir. Sekil 3.18°de DOPC ve farkli boya
konsantrasyonlar1 i¢in elde edilen yasam siiresi bozunma egrileri
goriilmektedir. Sekilden de anlasilacagi gibi konsantrasyon arttikca bozunma

egrileri daha diisiik degerlere kaymaktadir.
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Sekil 3.19 Farkli lipit sistemlerinin boya konsantrasyonuna bagli yasam

stiresi degerleri.

Sekil 3.19°da hem saf DOPC ve DPPC igin bireysel olarak hem de
DOPC/Kolesterol ve DPPC/Kolesterol karigimlar1 i¢in artan boya
konsantrasyonlari ile elde edilen bozunma egrilerinin Igor analiz programu ile
analiz edilmesi sonucunda, bulunan yasam siiresi degerleri grafigi
goriilmektedir. Sekil incelendiginde saf DOPC i¢in yasam siiresi degerlerinin
boya konsantrasyonundan oldukg¢a etkilendigi goriilmektedir. Saf DOPC’ ye
kolesteroliin  eklenmesiyle yasam  siiresi  degerleri, artan boya

konsantrasyonuyla, saf DOPC degerlerine gore olduk¢a degismistir. DOPC
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oda sicakliginda sivi-diizensiz (ld) fazdadir ve kolesteroliin eklenmesiyle
membran, Id fazindan daha diizenli bir faza gecer. Yasam siiresi degerleri
kolesteroliin eklenmesiyle azalmistir.

Saf DPPC i¢in artan boya konsantrasyonlar ile elde edilen bozunma
egrilerinin analizi sonucunda, bulunan yasam siiresi degerlerinde de artan
boya konsantrasyonlarindan etkilendigi goriilmiistiir. Kolesteroliin saf DPPC’
ye eklenmesiyle, yasam siiresi degerleri saf DPPC degerlerine gore artan
boya konsantrasyonu ile degisim gostermistir. DPPC oda sicakliginda jel
fazdadir ve kolesteroliin eklenmesiyle sistem jel fazdan daha diizensiz bir faz
olan sivi-diizenli (l0) fazina ge¢mistir.

Time Harp sonuclarina goére saf DPPC yasam siiresi degerleri, saf
DOPC yasam siiresi degerlerinden daha diisiiktiir. Bunun nedeni boya
molekiillerinin farkli lipit sistemlerinde farkli sekilde bulunmasi olarak
diistiniilmiistiir. Boya molekiilleri DOPC membraninda rastgele bulunurken,
DPPC’ de ise kiimeler halinde bulunmaktadirlar.

Sekilde DOPC/Kolesterol ve DPPC/Kolesterol karigimlari igin elde
edilen degerler incelendiginde, yasam siiresi degerlerinin farkli oldugu
goriiliir. DOPC/Kolesterol karigimi i¢in elde edilen degerler saf DPPC icin
elde edilen degerlere yakinken, DPPC/Kolesterol karisimi i¢in bulunan
degerler saf DOPC degerlerine yakindir. Bu sonug yine kolesteroliin farkli
lipit sistemleri {izerindeki etkisiyle agiklanabilir. Kolesterol diizenli sistemleri
daha diizensiz hale getirirken, diizensiz sistemleri daha diizenli hale
getirmektedir.

Boyanin farkli lipit sistemlerinde farkli yagsam siiresi degerlerine sahip
olmasimin nedenin boya molekiillerinin farkli lipit sistemlerinde farkl
agregasyonlarda bulunup bulunmadigindan kaynaklandiginin daha iyi

anlasilmasi icin farkli deneyler gergeklestirilmistir.
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Boya molekiillerinin yasam siiresi kontrastina neden olmasinin
sebebinin lipit sistemlerindeki farkli agregasyonu olup olmadiginin
anlasilmasi i¢in, dnce faz gegis sicakligi 41°C olan ve oda sicakliginda jel
fazda bulunan DPPC lipiti kullanilmistir. Sicakli§a bagl olgtimler alinmastir.
Sicaklik oda sicakligindan daha yiiksek sicakliklara arttirilmistir. DPPC oda
sicakliginda jel fazdadir, sicakligin artmasi ile daha diizensiz bir faz olan siv1
kristal faza gececektir. Bu durumda jel fazda elde edilen yasam siiresi
degerleriyle sivi kristal fazda elde edilen yasam siiresi degerlerini
karsilastirmak miimkiindiir. Ayn1 zamanda DPPC igin siv1 kristal faz i¢in
elde edilen yasam siiresi degerleriyle, DOPC icin elde edilen degerleri de
kiyaslamak miimkiin olacaktir. Bunun sonucunda DPPC siv1 kristal faz
yasam siiresi degerleriyle DOPC degerleri sicaklik artistyla ayni azalma ya da
artma egilimini gosterirse, bu durumda boya molekiillerinin ayni1 faza sahip
lipitlerde ayni agregasyon seklini, farkli faza sahip lipitlerde ise farkli
agregasyon seklini gosterdigi agiklanmig olacaktir.

Sekil 3.20, DPPC ve %2mol boyaya ait sicaklik artistyla degisen yasam
stiresi degerlerinin egrisini gostermektedir.

Sekil incelendiginde, yasam siiresi degerlerinin esas gegis sicakligina
kadar jel faz bolgesinde ayni kaldigi, faz gegis sicakliginda ani bir artig
gosterdigi ve sivi kristal faz bolgesinde ise derece derece azaldig
goriilmektedir. Bu grafik {i¢ bolgeye ayrilarak incelenebilir: jel faz bolgesi,
esas faz gecis sicakligi bolgesi ve sivi kristal faz bolgesi. Birinci bolge yani
jel faz bolgesinde yasam siiresi degerlerinin ayn1 kalmasi statik sontimleme

ile agiklanabilir.
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Sekil 3.20 DPPC ve % 2 mol SP-DiOC;s boya karigiminin sicakliga

bagli yasam siiresi degerleri.

Bu tip soéniimleme florofor ile sondiiriicii (quencher) arasinda floresans
olmayan bir kompleksin olusumu sonucunda ortaya ¢ikar. Bu kompleks 15181
absorbe ettiginde, bir foton yayimlamaksizin hemen temel duruma doner.
Statik soniimleme, florofor ve sondiiriicii istifleme etkilesiminde gozlenen bir
durumdur.

Ikinci bolgede, yasam siiresi degerinin ani artis gostermesi boya
molekiillerinin aralarindaki uzakligin ani artmasiyla agiklanabilir. Sicaklik

arttiginda matris daha akigkan ve daha kararsiz hale gelecek ve faz
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degistirecektir. Bunun sonucunda da boya molekiilleri sistemde birbirinden
uzakta olacaklardir.

Ugiincii bolgede yani sivi kristal faz bolgesinde, yasam siiresi
degerlerinin azalmasi dinamik soniimleme olay1 ile acgiklanabilir. Artan
sicaklikla boya molekiilleri arasinda ¢arpisma ve difiizyon olacaktir.

Dinamik soniimleme diflizyona baghidir. Daha yiiksek sicakliklar,
daha biiylik diiflizyon katsayilar1 ile sonuglandigi icin bimolekiiler
sontimleme sabitlerinin sicaklik artisiyla artmast beklenir. Dinamik
soniimleme sadece uyarilmis durumdaki floroforlar1 etkiler, bu nedenle
absorpsiyon spektrumunda bir degisiklik beklenmez. Temel durum kompleks
olusumu ise florofor absorpsiyon spektrumunda pertiirbasyonla
sonuglanacaktir.

Statik ve dinamik soniimleme, sicaklik ve vizkoziteye bagliliklarindaki
farkliliklar ve ayrica yasam siiresi Ol¢iimleriyle birbirlerinden ayrilabilir.
Yiiksek sicakliklar daha hizli difiizyonla ve dolayisiyla daha biiyiik 6l¢iide
carpigmadan kaynaklanan soniimleme ile sonuglanir. Yiiksek sicakliklar
ayrica zayif baglara sahip olan komplekslerin baglariin ayrilmasina ve bu

nedenle de daha az dl¢iide statik sonlimlemeye neden olur.
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Sekil 3.21 DOPC ve % 2 mol SP-DiOC;g boya karisiminin sicakliga

bagli yasam siiresi degerleri.

Sicakliga bagli ol¢iimler DPPC i¢in oldugu kadar ayni sartlarda DOPC
i¢cin de gerceklestirilmistir.

Sekil 3.21 DOPC ve %2 mol boya konsantrasyonu i¢in oda
sicakligindan daha yiiksek sicakliklara ¢ikildikca elde edilmis yasam siiresi
degerlerini gostermektedir.

Sekilden de goriilecegi lizere faz gecis sicakligit -22 °C yani oda
sicakliginda siv1 kristal fazda bulunan DOPC i¢in elde edilen yasam siiresi
degerleri incelendiginde, artan sicaklikla degerlerin azaldigi goriilmektedir.

Bu sonu¢ DPPC sivi kristal faz bolgesi igin elde edilen sonuglarla
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karsilagtirildiginda ayni1 fazda bulunan DPPC ve DOPC lipitleri i¢in yasam

stiresi degerlerinin benzer sekilde azalma egiliminde oldugu goriilmiistir.

3.3.2 FLORESANS SPEKTROSKOPiI SONUCLARI

Ayni lipit bilesenleri ve karisimlar1 i¢in boya konsantrasyonlar
arttirtlarak TCSPC o6l¢timlerine ek olarak spektroskopik olgitimler alinmigtir.
TCSPC olgiimlerinde elde edildigi gibi eger boya molekiilleri farkli lipit
sistemlerinde farkli sekillerde dagiliyorsa, farkli lipit ve boya sistemlerinde
spektral degisimlerde olacaktir.

Sekil 3.22, DPPC/Kolesterol (2:1) karisimi  ve farkli boya
konsantrasyonlar1 i¢in elde edilmis eksitasyon ve emisyon spektrumlarini
gostermektedir. 500-700 nm araligindaki spektruma bakildiginda boya
konsantrasyonlar  artttkca ~ DPPC/Kolesterol ~ karistminin ~ emisyon
spektrumunun daha biiyiik dalga boylarina kaydig: goriilmektedir.

Dalga boyunun daha biiylik degerlere kaymas1 boya molekiillerinin

farkli lipit ortamlarinda farkli agregasyonlarda oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.22 Farkli boya konsantrasyonlar1 iceren DPPC/Kolesterol sisteminin

eksitasyon ve emisyon spektrumlari.

DPPC/Kolesterol karisimi i¢in dalga boyunda gozlenen bu degisim
DOPC, DOPC/Kolesterol ve DPPC sistemleri i¢in de gozlenmistir (Sekil
3.23).
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Sekil 3.23 DOPC/Kolesterol ve DPPC sistemlerinde farkli boya

konsantrasyonu i¢i gozlenen emisyon spektrumlarinin maksimum dalga boyu

degerleri.
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Boya molekiillerinin hangi tiir agregasyonda bulundugunu saptamak

icin boya ve lipit karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari da alinmistir.
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Sekil 3.24 DOPC/Kolesterol (2:1) ve % 10 mol boya konsantrasyonu

i¢in elde edilen absorpsiyon spektrumu.
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DOPC/Kolesterol (2:1) karisimi ve % 10 mol boya konsantrasyonu igin
elde edilen absorpsiyon spektrumunda ikinci bir absorpsiyon bandi

gozlenmistir (Sekil 3.24).
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Sekil 3.25 Farkli boya konsantrasyonlar1 igeren DOPC/Kolesterol

karisiminin eksitasyon ve emisyon spektrumlari.

DOPC/Kolesterol karisimi ve % 10 mol boya konsantrasyonu i¢in
gbzlenen absorpsiyon bandi, eksitasyon spektrumunda da gdézlenmisir (Sekil

3.25).
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3.3.3 FTIR SONUCLARI

Boyanin yasam siiresi kontrastina neden oldugu lipit sistemleri buraya
kadar perturbing teknik olan Floresans Mikroskopisi ve Sepektroskopisi ile
incelenmistir. Aym1 boya konsantrasyonlarinin kullanildigr boya lipit
sistemlerinin aralarindaki etkilesim ayni zamanda non-perturbing teknikler
olan FTIR ve DSC ile de incelenmistir.

Bu bolimde FTIR teknigi ile elde edilen sonuglar verilecektir. Farkli
boya konsantrasyonlart ve DPPC kullanilarak LUV o6rnekleri elde edildi ve
ornekler jel (25 °C) ve siv1 kristal faz (55 °C) olmak {izere iki farkli sicaklik
bolgesi i¢in incelendi. Her deney her bir sicaklik i¢in 5 kez tekrarland: ve
sonuglara Mann-Whitney U testi uygulandi. Istatistiksel olarak anlamli olan

sonuglar grafiklerde yildizla gosterildi.

Infrared verileri, bas grup ve hidrokarbon =zincir spektral

karakteristiklerini temsil eden iki farkli spektral bolge i¢in elde edilmistir.
3.3.3.1 C - H GERILME BOLGESI

3.3.3.1.1 CH; Antisimetrik Gerilme (Jel Faz-25 °C ve Siv1 Kristal
Faz-55 °C)

Sekil 3.26 ve Sekil 3.27°den de goriilecegi gibi saf DPPC lipozomlarina
farklt konsantrasyonlarda (%0.01, %0.1, %0.5, %1, %2, %10 mol) boya
eklenmesi ile faz gecisinin altindaki sicakliklarda yani jel fazda ve faz
gecisinin  iizerindeki sicakliklarda yani sivi  kristal fazda, frekansta
konsantrasyona bagli olarak farkli degisimler gozlenmistir. Frekanstaki bu
degisimler degerlendirildiginde; jel ve sivi kristal fazda, artan boya
konsantrasyonlarinin DPPC lipozomlarina eklenmesi ile frekansin azalmasi,
sistemde gauche konformerlerinin sayisinin azalmasina ve bu da sistemin asil

zincir (hidrokarbon zincir) diizeninin artmasina neden olmaktadir.
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Sekil 3.26 Saf ve farkli % mol boya igeren DPPC lipozomunun CH;

antisimetrik gerilme modu frekansinin 25 °C’de boya konsantrasyonuna bagli

degisimi (*) P<0.05.
CH; ANTISIME TRIK GERILME (55 °C)
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Sekil 3.27 Saf ve farkli % mol boya igeren DPPC lipozomunun CH,

antisimetrik gerilme modu frekansinin 55 °C’de boya konsantrasyonuna bagl

degisimi (*) P<0.05.
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Sekil 3.28 ve Sekil 3.29°daki CH, antisimetrik gerilme titresiminin
band genisliginin sicakliga bagli degerleri incelendiginde; artan boya
konsantrasyonlarinin eklenmesi jel fazda degerler saf DPPC lipozomu
degerlerine gore azalmis, sivi kristal fazda ise degerler saf DPPC lipozomu

degerlerine gore artmistir.

Band genisligi degerlerindeki bu degisimler degerlendirildiginde; jel
fazda artan boya konsantrasyonlari ile band genisligi degerlerinin saf DPPC
degerlerine gore azalmasi; lipit asil zincirlerinin hareket ozgiirliigiiniin jel
fazda azalmasi anlamina gelir. S1v1 kristal fazda artan boya konsantrasyonlari
ile band genisligi degerlerinin saf DPPC degerlerine goére artmasi ise artan
boya konsantrasyonlarinin membran dinamigini arttirict etkisinin oldugunu

gosterir.
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Sekil 3.28 Saf ve farkli % mol boya igeren DPPC lipozomunun CH;
antisimetrik gerilme modu band genisligi degerlerinin 25 °C’de boya

konsantrasyonuna bagli degerleri (*) P<0.05.
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Sekil 3.29 Saf ve farkli % mol boya igeren DPPC lipozomunun CH,
antisimetrik gerilme modu band genisligi degerlerinin 55 °C’de boya

konsantrasyonuna bagli degerleri (*) P<0.05.
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3.3.3.2 BAS GRUP GERILME BOLGESI
3.3.3.2.1 C = O Gerilme (Jel Faz-25 °C ve Sivi Kristal Faz—55 °C)

Sekil 3.30 ve Sekil 3.31’deki C = O gerilme titresim frekansinin hem
jel hem de sivi kristal fazda boya konsantrasyonuna bagh degerleri
incelendiginde; DPPC lipozomlarina eklenen artan boya konsantrasyonlari ile

frekans degerlerinin arttig1 goriilmiistiir.

Hem jel hem de s1v1 kristal fazda, DPPC lipozomlarina eklenen boya
konsantrasyonlarinin frekans degerlerini diisiirmesi, lipit polar kismindaki bu
fonksiyonel gruplarin ¢evresinde boya molekiillerinin dehidrasyona neden

oldugunu gostermektedir.
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C=0 GERILME (25 °C')
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Sekil 3.30 Saf ve farkli % mol boya igeren DPPC lipozomunun C=0 gerilme

nodu frekansinin 25 °C’de boya konsantrasyonuna bagli degisimi (*) P<0.05.
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Sekil 3.31 Saf ve farkli % mol boya igeren DPPC lipozomunun C=0 gerilme

modu frekansinin 55 °C’de boya konsantrasyonuna bagli degisimi (*) P<0.05.
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3.3.3.2.2 PO, Antisimetrik Gerilme

DPPC lipozomlarinin bas grubu ve boya konsantrasyonu arasindaki
etkilesimler PO, antisimetrik gerilme bandinin analizi ile incelenmistir.

Sekil 3.32 ve Sekil 3.33’de goriildiigii lizere PO, antisimetrik gerilme
titresim frekansinin konsantrasyona bagli degerlerinde de yine C = O gerilme
titresim frekansinda oldugu gibi hem jel hem de siv1 kristal fazda saf DPPC
frekans degerlerine gore artan boya konsantrasyonlart ile azalma
gozlenmistir.

Sonuglar, artan boya konsantrasyonunun lipitlerin polar kisimlarindaki

bu fonksiyonel gruplarin etrafinda dehidrasyon yarattigini1 gdstermektedir.
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Sekil 3.32 Saf ve farkli % mol boya i¢ceren DPPC lipozomunun PO,

antisimetrik gerilme modu frekansinin 25 °C’de boya konsantrasyonuna bagli

degisimi (*) P<0.05.
PO ANTISIME TRIK GERILME (55 °C)
1242
~ 1238 - " :
.E * +
g
&
5 1234 4
1)
=
1230 3 T T T T T T T
(<] *] L %) 4 %] L
QQQQ N@QQ beQ beQ beQ beQ beQ xa}QQ
- s} O : : O
S S & 9 9 S 8
N o o N v o N
o Di0 Konsanirasvonu (mol %)

Sekil 3.33 Saf ve farkli % mol boya iceren DPPC lipozomunun PO,
antisimetrik gerilme modu frekansinin 55 °C’de boya konsantrasyonuna bagli

degisimi (*) P<0.05.
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3.3.4 DSC SONUCLARI

DPPC LUV  o6rneklerinin  boya molekiillerinin  varhiginda ve
yoklugundaki kalorimetrik aragtirmalar1 25-70 °C sicaklik araliginda
gerceklestirilmistir.

Saf DPPC LUV o6rnegi icin elde edilen DSC kalorimetrik egrisi Sekil
3.34°de gosterilmistir. Sekilde de goriilecegi lizere DPPC LUV 06rnegi 34.86

°C’de karakteristik on gecis sicakligina, 41.05 °C’de de esas faz gegis
sicakligina sahiptir.
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Sekil 3.34 Saf DPPC LUV 6rneginin DSC kalorimetrik egrisi.
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Sicakliga bagl olarak saf DPPC ve degisik boya konsantrasyonlari
iceren DSC kalorimetrik egrileri Sekil 3.35’de gosterilmistir. Sekilden de
goriilecegi gibi boya konsantrasyonlari arttikga 6n gecis sicakligi kaybolmus
ve esas faz gecis sicakligl ise artan boya konsantrasyonu ile daha yiiksek
sicakliklara kaymistir. Ayrica boya konsantrasyonunun DPPC lipozomunda

artmasi ile esas faz gecis sicaklig1 pikinde bir genisleme gozlenmistir.
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4. TARTISMA

4.1 MELATONIN VE NEGATIF YUKLU MODEL MEMBRAN
(DPPG) ETKILESIMI

Bu c¢alismada, melatoninin DPPG membranlarinin faz gegisleri,
mebran diizen ve dinamigi {izerindeki etkileri FTIR ve DSC teknikleri
kullanilarak  incelenmistir.  Infrared  spektroskopisi, bu  gegislerin
goriintiilenmesini ~ fonksiyonel gruplar yolu ile ve termotropik

davraniglarindaki farkliliklart gozleyerek saglar. Buna gore, melatoninin
membranin hidrofilik kisim tizerindeki etkisini C=0O gerilme bandin1 ve PO,

antisimetrik gerilme bandin1 inceleyerek, hidrofobik kisim tizerindeki etkisini

ise C-H gerilme bolgesini inceleyerek arastirdik.

Sicaklik arttiginda c¢ift tabaka, hidrokarbon zincirlerin diizenli oldugu
rijid jel fazdan zincirlerin farkli konformasyonlarda oldugu daha akigkan sivi
kristal faza gecer. Bu faz gecisi karakteristik sicaklik degeri; Tp’de ki
degisimler ile ilgilidir ve ortam sartlarindan etkilenebilir. Fosfolipitlerdeki
faz gecislerinin yapida de8isim meydana getirdigi i¢in membran

foksiyonlarini etkiledigi bilinmektedir (Nassar et al, 1998).

Saf DPPG lipozomlarinda, IR bandlarinin jel fazdaki frekansi ytliksek
trans konformerli diizenli asil zincirlerin karakteristigidir. DPPG’nin ana faz
gecisi boyunca meydana gelen CH, gerilme modlarmin maksimum
frekansindaki ani yiikselis biitlin translarin gauche konformerlerine degisimi

ile ilgilidir (Asher, 1977; Cameron et al, 1980).

Fosfolipitlerin faz gecisi, CH, gerilme frekansindaki degisimleri
izlenerek incelenebilir (Sanchez-Migallon et al, 1996). Bu calismada FTIR ve
DSC sonuglari, melatoninin DPPG membran sistemine eklenmesi ile On

gecisin kayboldugunu ve esas gegis sicakligt Ty ’nin diisiikk sicakliklara
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kaydigim1 gostermistir. Daha onceki ¢aligmalarda da Saija ve arkadaslar
(Saija et al, 2002) ve Severcan ve arkadaslar1 (Severcan et al, 2005) notr
model membranlarla yaptiklar1 ¢aligmalarda, melatoninin varliginin T,,” de
azalmaya neden oldugunu gostermislerdir (Prenner et al, 1999; Kazanc1 et al,
2001). Faz gecis sicakliginin daha diisiik sicakliklara kaymasi, biitiin
translarin  gauche konformerlerine degisiminin daha diisiik sicakliklarda
meydana gelmesi demektir. Fosfolipitlerdeki CH, gerilme frekanslari lipit
cift tabakadaki asil zincirlerin konformasyonel diizenini goriintiilemektedir

(Flach et al, 1993).

Pek cok biyolojik proses membranlarin yiizeyinde ya da hidrofobik
bolgelerinde gerceklesir. Biyolojik membranlarin yiizeyleri genellikle net bir
yiik tagir. Bu da iyonize gruplara sahip yiikli ve yiiksiiz molekiiller i¢in farkli
baglanma o6zelliklerine yol acar (Rooney et al, 1983, Louro et al, 1994).
Ilaglarin etki mekanizmalarin1 anlamak icin pek cok c¢alisma olmasina
ragmen, model sistem tiizerinde yapilan ¢alisma sayis1 azdir (Yushmanov et

al, 1994; Borissevitch et al, 1996).

Bu ¢alismada molekiiler diizeni tanimlayan yapisal parametreler ve
molekiiler dinamigi tanimlayan hareketsel parametreler incelenmistir. FTIR
spektrumlarinda CH, gerilme titresimlerinin goriintiilenmesi sonucunda
yiiksek ve diisiik konsantrasyonlardaki melatoninin DPPG membran diizen ve
dinamigi lizerinde zit etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Diisiik melatonin
konsantrasyonlari gauche konformerlerinin sayisin1 ve membran dinamigini
azaltirken yiliksek melatonin konsantrasyonlar1 lipitlerin konformasyonel
diizensizligini ve dinamigini arttirmistir. Bu tip davranis daha 6nceki vitamin
D ve/veya tamoxifen-DPPC membran etkilesimlerinin incelendigi
calismalarda da goriilmiistiir (Kazanci et al, 2001; Kazanci et al, 2000).

Yiksek melatonin  konsantrasyonlarinin  neden oldugu membran
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dinamigindeki artis bir dnceki melatonin ve ndtr membran etkilesimlerini

inceledigimiz ¢alismayla uyum ic¢indedir (Severcan et al, 2005).

Calismamizda, melatoninin DPPC membraninin hidrofilik kismi olan

gliserol iskeleti {izerine etkisini C=0O gerilme bandin1 analiz ederek inceledik.
Polar bas grup bolgesindeki degisimler PO, antisimetrik c¢ift bag gerilme
modlart ile de incelenebilmektedir. PO, grubunun fosfolipitlerin esas

hidrasyon bolgesi oldugu bilinmektedir. Bu bandin frekansi hidrasyon
durumu hakkinda bilgi verir. Frekanstaki azalma fosfat grubunun
hidrasyonunun artmasi, frekanstaki artma ise dehidrasyonu ile ilgilidir

(Dluhy et al, 1983).

DPPG membraninin ara ylizey bolgesi ve polar bas grubu bolgesi

etkilesimleri incelendiginde, melatonin konsantrasyonlari arttikca, lipit ester
gruplarinin C=0 ve PO, fonksiyonel grup frekanslar1 daha diisiik degerlere

kaymistir. Bu sonu¢ karbonil gruplarinin  hidrasyonundaki  artis
gostermektedir. PG molekiillerinin fosfat kisimlarinin komsu molekiillerin
gliserol hisroksil gruplar1 ile gii¢lii bir hidrojen baglanmasi yaptigi
bilinmektedir. PG molekiillerinin bu davranis1 fosfat grubunun antisimetrik
gerilme titresimlerinin neden diisiik frekanslarda oldugunun kanitidir (Zhang
et al, 1997). Melatonin varliginda fosfat grubunun antisimetrik gerilme bandi
frekansinin, saf DPPG frekansindan daha diisiikk degerlere kaymasi, bu
grubun melatoninin NH grubu ile hidrojen bagi olusturdugunu
gostermektedir. Melatoninin CO, indolik ve amidik NH gibi polar gruplari
gliclii hidrojen bag1 olusturmaya yatkindir veya CO grubunun etrafindaki su
molekiilleri ile hidrojen bag1 olusturmasinda yardimci olur (Bongiorno et al,

2004; Severcan et al., 2005).

FTIR spektroskopi ve DSC sonuglarina gére DPPG membranlarindaki

karbonil ve fosfat gruplarinda melatoninin neden oldugu gii¢lii hidrojen
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baglanma ve faz ge¢isi egrisindeki genislemenin azligi melatoninin asil
zincirlerin  (C,-Cg) bolgesine girmedigini ve muhtemelen melatonin
molekiillerinin hidrofobik i¢ bolgeden daha ¢ok cift tabakanin ara yiizeyinde
lokalize oldugunu gostermektedir (Boyar et al, 1997). Melatoninin
antioksidan 6zelligi de bu sekildeki tercihli lokasyonu ile ilgilidir. Melatonin
polar ve apolar bolgeler arasindaki ara yiizeyde, koruyucu bir ajan olarak rol
oynar. Benzer sonuglar diger calismalarda da gdzlenmistir. Melatoninin
kolesterol/lesitin igeren misellerdeki lokalizasyonunun ve etkilesimlerin 'H-
NMR ve FTIR spektroskopileri kullanilarak incelendigi bu ¢alismalarda da;
melatoninin  kolesterol ve lesitinin hidrofilik gruplarinin  olusturdugu
nanobdlgede lokalize oldugu bulunmustur. Ayrica melatoninin ndtr model
membranlarla etkilesimini inceledigimiz bir Onceki ¢alismamizda da
melatoninin ara yiizeyde lokalize oldugunu ve melatoninin karbonil gruplari
veya etraftaki su molekiilleri ile kuvvetli hidrojen baglanmasi yaptigini

gostermistik (Bongiorno et al, 2005; Severcan et al, 2005).

Melatonin oldukga polar bir molekiildiir ve yiiksek bir dipol momente
sahiptir. Bu nedenle c¢evresindeki molekiillerle kolayca etkilesebilir.
Melatoninin indol zinciri lizerindeki negatif yiik bu molekiilii radikaller i¢in
oldukea c¢ekici hale getirir (Zavodnik et al, 2006). DPPG anyonik bir lipitdir
ve anyonik fosfat bas grubuna sahiptir. Anyonlar bir dipoliin pozitif ucuna
baglanirlar. Iyonlar iizerindeki yiikler ve polar molekiillerdeki yiik dagilimi
aralarinda gii¢lii iyon-iyon etkilesimleri, daha zayif iyon-dipol etkilesimleri
ve daha da zayif dipol-dipol etkilesimleri meydana gelir. Polar molekiiller
iyonlarla etkilesebilir ve DPPG ve melatonin arasindaki etkilesim iyon-dipol

etkilesimi olabilir (Sahin et al., 2007).
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Melatoninin ¢ok katmanli (MLV) DPPG vezikiilleri {izerindeki
etkilerini inceledigimiz bu ¢calismamizla (Sahin et al., 2007), melatoninin ¢ok
katmanli (MLV) DPPC vezikiilleri iizerindeki etkisini FTIR ve DSC
teknikleri ile ve yine artan melatonin konsantrasyonlarina (%1, %3, %6, %9,
%15, %24 ve %30 mol) ve sicakliga bagl olarak inceledigimiz daha 6nceki
yiiksek lisans ¢aligmamizi (Severcan et al., 2005) karsilastirdigimizda; FTIR
sonuglarimiza gore; her iki tip membrana melatonin eklenmesi ile esas faz
gecis sicakliginin daha diisik sicakliklara kaydigini, melatoninin diisiik
konsantrasyonlarnin (% 3, % 6 ve % 9 mol) negatif ylikli membranlarin
hem jel hem de siv1 kristal fazda diizenini arttirirken dinamigini azalttigini,
yiiksek konsantrasyonlarin (% 15, % 24 ve % 30 mol) ise hem jel hem de
stvi kristal fazda DPPG membranlarinin diizenini azaltirken dinamigini de
arttirdigim1 gordiik. Bununla birlikte artan melatonin konsantrasyonlart (%1,
%3, %6, %9, %15, %24 ve %30 mol) nétr membranlarin (DPPC MLV)
diizenini jel fazda arttirirken, membran dinamigini hem jel hem de siv1 kristal

fazda arttirmistir.

Bu iki caligmanin karsilagtirilmasinda ayrica melatoninin negatif
yiiklii ve notr membranlarin polar bas gruplariyla giiclii etkilestigini ve bu
membranlarin karbonil ve fosfat gruplariyla gii¢lii hidrojen bagi kurdugunu
gordiik.

DSC sonuglarimizi  kiyasladigimizda ise melatoninin artan
konsantrasyonlarinin yine negatif yiiklii ve ndtr membranlarin esas faz gegis
sicakliklarini daha diisiik sicakliklara kaydirdigini gordiik.

Bu sonuglar bize melatoninin bu membranlarin polar ve polar kisma

yakin bolgesinde yerlestigini, C,-Cg bolgesine girmedigini gdstermektedir.
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4.2 MELATONININ DPPC VE DPPC/KOLESTEROL MODEL
MEMBRANLARI (LUV) UZERINE ETKISI

Bu c¢alismada, melatoninin DPPC ve DPPC/Kolesterol LUV
membranlarinin faz gegislerini, mebran diizeni ve dinamigini nasil etkiledigi
FTIR, DSC ve Floresans spektroskopisi teknikleri kullanilarak incelenmistir.

Melatoninin membranin hidrofilik kisim iizerindeki etkisini C=0 gerilme
bandin1 ve PO, antisimetrik gerilme bandini inceleyerek, hidrofobik kisim

tizerindeki etkisini ise C-H gerilme bdlgesini inceleyerek arastirdik.

FTIR ¢alismalarimiz sonucunda, %3 ve %15 mol melatoninin saf
DPPC ve DPPC/Kolesterol LUV model membranlara eklenmesi ile faz gegis
sicakliginin daha diisiik sicakliklara kaydigi goriilmistiir. Melatoninin bu
etkisi daha once DPPC ve DPPG MLV model membranlart ile
gerceklestirdigimiz ¢alismalarimizda (Severcan et al, 2005; Sahin et al, 2007)
ve DPPC’den daha kisa asil zincirlere sahip DMPC MLV model membranlari
ile yapilan bir baska ¢alismada da goriilmiistiir (Saija et al, 2002).

Sekil 3.6 ve Sekil 3.8’deki melatonin iceren DPPC ve sadece
kolesterol ve kolesterol ile birlikte melatonin igeren DPPC LUV
membranlarinin CH; antisimetrik gerilme bandlar1 incelendiginde, 6zellikle
jel fazda, melatoninin saf DPPC membranlarina eklenmesi ile frekans
degerlerinde bir azalma gozlenmistir. Ayni sonu¢ melatoninin ¢ok kath
(MLV) DPPC membranlar1 ile etkilesimini inceledigimiz daha onceki
calismamizda da goriilmiistiir. CH; antisimetrik gerilme frekansindaki azalma
konformasyonel diizeni yansitir ve asil zincirlerdeki trans konformerlerinin
artis1 anlamindadir. Melatoninin diizen stabilize etkisi, DPPC asil zincirleri
ve melatonin arasindaki kuvvetli hidrofobik etkilesim ve melatoninin neden
oldugu kuvvetli hidrojen baglanmasi nedeni ile olabilir. Bu lipit membranin

diizenindeki artis ile sonuglanir (Severcan et al, 2005).
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Saf DPPC membranlarina sadece kolesterol eklenmesi durumunda
frekans degerleri, jel fazda saf DPPC degerlerine gore artarken sivi kristal
fazda ise saf DPPC degerlerine gore azalmistir (Sekil 3.8). Kolesterol jel
fazda lipit membranin diizenini azaltirken sivi kristal fazda lipit membranin
diizenini arttirmistir. Kolesterolin faz gecis sicakliginin  iizerindeki
sicakliklarda yapisal olarak daha diizenli bir membrana neden oldugu, faz
gecis sicakliginin altindaki sicakliklarda daha diizensiz membranlara neden
oldugu bilinmektedir. Ayrica kolesterol yiiksek erime sicakligina sahip
doymus lipitlerle daha giiclii etkilesir (Silvius, 2003). Saf DPPC
membranlarina kolesteroliin varliginda artan melatonin konsantrasyonlari
eklendiginde, hem jel hem de sivi kristal fazda, frekans degerleri artan
melatonin konsantrasyonu ile saf DPPC degerlerine gore azalmistir. Bu sonug
melatoninin kolesterol varliginda saf DPPC membranlarinin diizenini her iki

fazda da arttirdig1 anlamina gelmektedir.

Ayn1 zamanda melatoninin artan konsantrasyonlarmin saf DPPC ve
DPPC/Kolesterol LUV membranlarina eklenmesi ile faz gecis egrisinde
onemli bir genisleme goriilmemistir. Bu durum, melatoninin, fosfolipit
zincirler arasindaki Van der Waals etkilesimini yok etmedigini bu nedenle
lipitlerin ayni sicaklikta eridigini yani gecisin hep birlikte oldugunu

gostermektedir. Buna isbirlik¢i gegis denir (Jain and Wu, 1977).

Melatonin igeren DPPC membranlariin band genisligi degerleri
incelendiginde (Sekil 3.7), hem jel hem de sivi kristal fazda, melatonin
konsantrasyonunun artmastyla dikkate deger bir artig goriilmiistiir. Sadece
kolesterol ve kolesterol ile birlikte melatonin igeren DPPC membranlarinin
band genisligi degerleri incelendiginde (Sekil 3.9), kolesteroliin jel fazda
dinamigi arttirdigi sivi kristal fazda ise azalttigi goriilmistiir. Sistemde
kolesterol ve melatoninin bir arada bulunmasi durumunda ise band genisligi

degerleri her iki fazda da artmistir. Band genisligi lipit dinamigi hakkinda
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bilgi vermektedir (Lopez-Garcia et al, 1993; Toyran and Severcan, 2003;
Kazanci et al, 2001). Melatoninin membran dinamigini nasil etkiledigine
iligkin literatiirde ¢ok sayida ¢alisma yoktur. Garcia ve arkadaslari sican
mikrozomal membranlariyla gergeklestirdikleri ¢alismalarinda melatoninin
membran rijiditesini azalttigim1  bulmuslardir (Garcia et al, 1998).
Dimiristolfosfatidilkolin (DMPC) kullanilarak hazirlanan MLV ve LUV
membranlariyla gerceklestirilen diger bir DSC ¢aligmasinda da melatoninin
membran akiskanligini arttirdigi bulunmustur (Saija et al, 2002). Melatonin
lipit peroksidasyonu Onleyici etkiye sahiptir. Lipit peroksidasyonunun hiicre
membranlarinin akigkanligini azalttigi bilinmektedir (Niki, 2009; Watanabe
et al, 2000). Melatoninin sebep oldugu akiskanlik etkisi, lipit
peroksidasyonunun membran dinamigi lizerindeki etkisini azaltabilir

(Bekyarova et al, 2009; Sheth et al, 2009; Shilian et al, 2009).

Saf DPPC (LUV) lipozomuna melatoninin farkli konsantrasyonlarinin
eklenmesi sonucunda, hem jel hem de sivi1 kristal fazda, C = O gerilme
titresim ve PO, antisimetrik gerilme bandimin frekans degerlerinde azalma
goriilmiistiir (Sekil 3.10 ve Sekil 3.12). Saf DPPC lipozomuna sadece
kolesterol ve kolesterolle birlikte farkli konsantrasyonlarda melatonin
eklenmesi durumunda da jel ve siv1 kristal fazda, hem sadece kolesterol hem
de kolesterolle birlikte melatoninin farkli konsantrasyonlarinin eklenmesi ile
C = O gerilme titresim ve PO, antisimetrik gerilme bandinin frekans
degerlerinde azalma gortilmiistiir (Sekil 3.11 ve Sekil 3.13). Bongiorno ve
arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢alismalarda kolesteroliin OH grubu ile lesitinin
hidrofilik polar bas grubu arasinda etkilesim oldugunu ve hidrojen bagi
olustugunu bulmuslardir (Bongiorno et al, 2005). Kolesteroliin zayif bir

sekilde hidrofilik olan OH grubunun lipit bas grup boélgesi ile etkilestigi
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baska calismalarda da gosterilmistir (Gliss et al., 1999; Smondyrev and
Berkowitz, 2000).

Calismamizda melatoninin, jel ve sivi kristal fazda, hem saf DPPC

(Sekil 3.10 ve Sekil 3.12) hem de kolesteroliin varligindaki DPPC
membranlarinin  (Sekil 3.11 ve Sekil 3.13) C=0O ve PO, fonksiyonel

gruplarinin  hidrojen baglanmasim1 arttirdigin1  gordiik. Melatonin, bu
gruplarin neden oldugu bandlarin frekansinin, hem saf DPPC i¢in hem de
kolesteroliin varligindaki DPPC membranlar1 i¢in daha diisiik frekans
degerlerine kaymasina neden olmustur. Bu degisim, karbonil gruplarinin
oldukg¢a yiiksek hidrasyonunu gosterebilir. Bunun sonucunda da hidrojen

bagli karbonillerin sayisinda artis olur. PO, grubunun fosfolipitlerin esas

hidrasyon bolgesi oldugu bilinmektedir. Bu bandin frekansi hidrasyon
durumu hakkinda bilgi verir. Frekanstaki azalma fosfat grubunun hidrasyonu
ile azalma ise dehidrasyonu ile ilgilidir (Dluhy et al, 1983). Bu durum, DPPC
ve DPPC/Kolesterol LUV membranlarinin karbonil ve fosfat gruplarinin
oksijen molekiilleri ve bu fonksiyonel gruplarin etrafindaki su molekiilleri
arasinda ve/veya melatoninin karbonil gruplar ve etraftaki su molekiilleri ile
kuvvetli hidrojen baglanmas1 yaptigin1 gosterir. DMPC model membrani ile
etkilesimleri UV spektroskopisi teknigi ile incelenen diger bir ¢aligmada
(Ceraulo et al, 1999) melatoninin polar bas grup bolgesiyle giiclii etkilestigi
ve kuvvetli hidrojen baglanmasi yaptig1 goriilmiistiir. DMPC model membran
kullanilarak, UV spektroskopi ve DSC teknigi ile incelenen ¢alismada (Saija
et al, 2002) melatoninin gilines 1sinlarindan koruyucu aktivitesi ve
Fluorescence ve ESR teknikleri ile incelenen ¢aligmada (Costa et al,1997)
yine DMPC model membran kullanilarak melatoninin lipit ¢ift tabakalarla

nasil etkilestigi aragtirilmistir.
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Bongiorno ve arkadaslar;, FTIR ve 'H-NMR teknikleriyle, kolesterol
ve lesitin kullanarak hazirladiklar1 ters misel model membranlariyla
yaptiklar1 bir diger ¢aligmada da; kolesterol ve lesitin sistemine melatonin
eklediklerinde, NH bantlarinin kolesterol-OH gerilme bantlariyla iist iiste
bindigini ve melatoninin ¢ok gii¢lii hidrojen bagi kurdugunu goérmiislerdir.
Lesitinin PO4 antisimetrik gerilme bandi, sistemde hem kolesterol hem de
melatonin varliginda daha diisiik frekanslara degismistir. Lesitinin bu
grubunun kolesterolin OH ve melatoninin NH gruplariyla hidrojen bagi
yaptigin1  bulmuslardir. Bu nedenle de kolesteroliin varliginda bile
melatoninin miselin hidrofilik ¢ekirdeginde lokalize oldugunu bulmuglardir.
Melatoninin kolesterole gore daha etkili olmasinin sebebini de yiiksek
anizotropik perdeleme etkisine ve/veya lesitin bas gruplar tarafindan
tamamen hapsedilmesine baglamislardir. Aksine PO4" grubuyla hidrojen bagi
yapan kolesteroliin ise daha derin bir sekilde hidrofobik alkil zincirler
arasinda yerlestigini bulmuslardir (Bongiorno et al, 2005). Bu sonuglar bizim
sonu¢larimizla uyum igindedir. Ancak melatoninin, DPPC ve kolesterol
iceren DPPC kullanilarak elde edilen biiyiik tek katmanl vezikiillerle (LUV)
molekiiler diizeyde etkilesimini FTIR ve DSC teknigi ile inceleyen herhangi
bir calisma bulunmamaktadir. Biz bu c¢alismamizda ilk kez melatoninin
DPPC ve kolesterol iceren DPPC LUV membranlariyla giiclii etkilestigini ve

kuvvetli hidrojen bagi kurdugunu gosterdik.

Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’deki DSC egrilerinden agikca goriilecegi
tizere DPPC ve DPPC/Kolesterol LUV membranlarina melatoninin artan
konsantrasyonlart eklendiginde, ana faz gegis sicakliginin melatonin
konsantrasyonu arttikga daha diisiik sicakliklara kaydigi gozlenmistir.
DPPC/Kolesterol membranlarinin faz gecis egrilerinde saf DPPC
membranina gore kolesteroliin neden oldugu bir genisleme s6z konusudur.

Kolesterol fosfolipit ¢ift tabaka iizerinde bir¢ok etkiye sahiptir. En agik
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etkilerden birisi esas faz ge¢isinin genislemesidir (de Kruyff et al., 1972).

DPPC LUV membranlarina eklenen melatonin faz gegis egrisinde bir
genislemeye neden olmamakta fakat C=0 ve PO, gerilmeleri ile kuvvetli

hidrojen baglanmas1 meydana getirmektedir. Bu sonuglar bize melatoninin
membranin polar ve polar kisma yakin boélgesinde yerlestigini, C,-Cg

bolgesine girmedigini gostermektedir.

Melatoninin DPPC ve DPPC/Kolesterol karisimindan olusan LUV
membranlar1 ile etkilesimi Floresans Spektroskopisi teknigi ile de
incelenmistir. Elde edilen emisyon spektrumlart degerlendirildiginde, % 3
mol melatonin konsantrasyonu iceren DPPC LUV membrani i¢in elde edilen
emisyon siddetinin hem jel hem de sivi kristal fazda saf DPPC LUV
membran1 ic¢in elde edilen emisyon siddetinden daha fazla oldugu
goriilmektedir. % 15 mol melatonin konsantrasyonu igin ise siddetin her iki
sicaklikta da hemen hemen saf DPPC LUV membrani ile ayni kaldigi
goriilmektedir. Farkli melatonin konsantrasyonu igeren DPPC/Kolesterol
karistmindan  olusan LUV  membranlarina ait emisyon spektrumlari
incelendiginde ise, % 3 mol melatonin konsantrasyonu i¢in elde edilen
emisyon siddetinin her iki fazda da hem saf DPPC hem de saf
DPPC/Kolesterol karisimindan olusan membranlar icin elde edilen emisyon
siddetinden fazla oldugu, % 15 mol melatonin konsantrasyonu igeren
DPPC/Kolesterol LUV membrani i¢in elde edilen emisyon siddetinin ise saf
DPPC membrani i¢in elde edilen emisyon siddetinden daha yiiksek oldugu
goriilmektedir.

Floresans 6l¢iimleri almada kullandigimiz boya diger 6l¢iimlerimizde
de kullandigimiz boya olan SP-DiOC;3(3) boyasidir. Bu boya uzun
hidrofobik zincirlere sahiptir.

Floresans spektroskopisi dlgiimleri florofor ve etrafindaki molekiiller

arasindaki baglanmalar1 agiga cikarir. Floresans siddeti, florofor ve molekiil
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baglanmalariin bir sonucu olarak degisir ve floroforun yapisina bagl olarak
azalir ya da artar. Cogu zaman, bir florofor polar ¢evreden polar olmayan
cevreye hareket ettiginde emisyon siddetinde bir artis ve dalga boyunda

azalma goriliir (Permyakov, 1993; Burstein et. al, 1973).

Bu c¢alismamizda artan melatonin konsantrasyonlarinin hem sadece
saf DPPC hem de kolesterol iceren DPPC LUV membranlarina eklenmesi ile
emisyon siddetinin saf DPPC membranlarina gore artmasinin farkli nedenleri
olabilir. Bu nedenler su sekilde siralanabilir: melatoninin hem sadece saf
DPPC hem de kolesterol varligindaki DPPC membranlarinin akiskanligini
hem jel hem de sivi kristal fazda arttirdigimn FTIR c¢alismalarimizla
gostermistik. Melatoninin her iki fazda da membran akiskanligini hem
kolesterol varligindaki DPPC hem de saf DPPC membranlarinda arttirmasi
ile boya molekiilleri sistemde daha serbest halde bulunurlar dolayisi ile de
emisyon siddeti artar. Ayrica melatoninin lipit ve kolesterol/lipit
karisimindan olugan membranlarin polar bas grup bolgesiyle giiclii
etkilestigini ve kuvvetli hidrojen baglanmasi yaptigini, daha énceden DPPC
ve DPPG lipitleri kullanarak hazirladigimiz MLV model membranlarinda ve
bu ¢alisgmamizda yine DPPC ve DPPC/Kolesterol kullanarak hazirladigimiz
LUV model membranlarinda FTIR ve DSC teknigi kullanarak gostermistik
(Severcan et al, 2005, Sahin et al, 2007). Melatoninin bu 06zelligi baska
gruplarin yaptiklar1 ¢alismalarda da gorilmiistiir ( Ceraulo et al, 1999,
Bongiorno et al, 2005). Artan boya konsantrasyonunun DPPC lipiti
tizerindeki etkisini incelemek i¢in LUV membran 6rnekleri kullanarak elde
ettigimiz FTIR ve DSC teknikleri sonug¢larinda, hem jel hem de sivi kristal
fazda, lipit polar kismindaki fonksiyonel gruplarin c¢evresinde boya
molekiillerinin  dehidrasyona neden oldugunu bulduk. Daha 6nceki
calismalarda, kullanilan floroforun membranlarla etkilesmesi sonucunda

floresans siddetindeki artig, kullanilan floroforlarin hidrofilik bdlgeden ¢ok
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hidrofobik bolgede lokalize oldugunu gostermistir (Radda and Vanderkool,
1972). Melatoninin DPPC ve DPPC/Kolesterol karigimindan olusan LUV
membranlarinin polar bas gruplariyla kuvvetli hidrojen bagi yapmasi
sonucunda, uzun hidrofobik zincirlere sahip boya molekiillerinin de lipitlerin

asil zincirleriyle hidrofobik etkilesime girdigi sdylenebilir.

Yapilan diger calismalarda da floresans siddetinin artmasi ortamin
hidrofobikliginin artmasina baglanmistir (McAlpine and Garcia-Garibay,

1998).

Calismamizin buraya kadar olan kisminda melatoninin negatif yiikli
(DPPG), noétr (DPPC) ve kolesterol igeren nétr membranlarla nasil
etkilestigini farkli spektroskopik ve kalorimetrik tekniklerle inceledik.
Melatoninin negatif yiikli, notr ve kolesterol iceren nodtr membranlarla
etkilesim sonuclarini karsilastirdigimizda; diistik melatonin
konsantrasyonlarinin (% 3, % 6 ve % 9 mol) negatif yiiklii membranlarin
hem jel hem de siv1 kristal fazda diizenini arttirirken dinamigini azalttigini,
yiiksek konsantrasyonlarinin (% 15, % 24 ve % 30 mol) ise hem jel hem de
sivt kristal fazda DPPG membranlarinin diizenini azaltirken dinamigini de
arttirdigini bulduk. Melatonin nétr ve kolesterol iceren ndtr memranlarla nasil
etkilestigini inceledigimizde ise melatoninin artan konsantrasyonlariin (%3
ve % 15 mol) hem saf DPPC hem de kolesterol iceren DPPC membranlarinin
diizenini jel fazda arttirdigimi bulduk. Sivi kristal fazda melatoninin bu
konsantrasyonlar1 saf DPPC membranlarinda her hangi bir etkiye sahip
degilken, kolesterol iceren DPPC membranlarinin diizenini arttirmigtir.
Ayrica melatonin bu konsantrasyonlari hem saf DPPC hem de kolesterol
iceren DPPC membranlarinin dinamigini her iki fazda da arttirmistir.

Ayrica melatoninin negatif yiiklii, ndtr ve kolesterol igeren
membranlarin polar bas gruplariyla giiclii etkilestigini ve bu membranlarin

karbonil ve fosfat gruplariyla gii¢lii hidrojen bagi kurdugunu gordiik.
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DSC sonuglarimizi kiyasladigimizda melatoninin yine negatif ytklii,
notr ve kolesterol igeren ndtr membranlarin esas faz gecis sicakliklarin1 daha
diistik sicakliklara kaydirdigini gordiik.

Bu sonuglar bize melatoninin bu membranlarin polar ve polar kisma

yakin bolgesinde yerlestigini, C,-Cg bolgesine girmedigini gostermektedir.
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4.3 PROB-MEMBRAN ETKILESIMLERI

Melatonin-membran etkilesimlerinde floresans spektroskopisi ile
sonuglar elde edebilmek icin kullandigimiz boyanin sistemi perturbe edip
etmedigini anlayabilmek icin boyanin membranlarla nasil etkilestigini de
inceledik.

Boya molekiillerinin membranlar tizerindeki etkileri 6ncelikle TCSPC
teknigi kullanilarak incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; hem saf DOPC
ve DPPC icin bireysel olarak hem de DOPC/Kolesterol ve DPPC/Kolesterol
karigimlar1 igin artan boya konsantrasyonlari ile yasam siiresi degerlerinin
oldukca etkilendigi gorilmiistiir (Sekil 3.19). Analizler sonucunda her bir
sistem i¢in boya konsantrasyonu arttikca yasam siiresi degerlerinin azaldigi
gorlilmiistiir. Yasam siliresi degerlerinin diismesinin bir nedeninin de
kolesterol etkisi oldugu diistintilmiistiir. Saf DPPC ve saf DOPC’ye kolesterol
eklenmesi ve boya konsantrasyonun arttirilmasi ile yasam siiresi degerleri saf
DPPC ve DOPC yasam siiresi degerlerine gore azalmistir. DPPC oda
sicakliginda jel fazdadir. Lipit molekiiler yiizey alami jel fazda kiigiiktiir.
Kolesteroliin yiizey alan1 hem jel hem de sivi fazda PC molekiiliinden daha
kiictiktiir. Kolesteroliin DPPC membranina eklenmesi ile esas molekiiler alan
jel fazdan daha da kii¢iik bir hal alir ve yogunlastirici etkinin sonucunda lo
faz1 olusur. Bu da prob ylizey yogunlugunun artmasi demektir (de Almeida et
al, 2005). Daha once yapilan benzer calismalarda da kolesteroliin yasam
siiresi degerinde diismeye neden oldugu goriilmiistiir. Almeida ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada DOPC’ye kolesterol eklenmesi ile yasam
stiresi degeri 2.6 ns’den 2.3 ns’ye diismiistiir. DOPC’ye kolesterol eklenmesi
lipit membranin esas ylizey molekiiler alaninin azalmasina, bu da prob
konsantrasyonunun yogun olmasina ve bu nedenle de floresans yasam siiresi

degerinin daha diislik olmasina neden olur (de Almeida et al, 2007).
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Boya molekiillerinin neden oldugu yasam siiresi kontrastin daha iyi
anlasilmasi i¢in DPPC ve DOPC membranlar1 kullanilarak ayrica sicakliga
bagli dl¢timler alinmistir. Sicaklik her iki lipit i¢cin de oda sicakligindan
baslayip 70 °C’ye kadar arttirilmistir. DPPC faz ge¢is sicakligi 41 °C, DOPC
faz gecis sicakligi ise -22 °C’dir. Oda sicakliginda siv1 kristal fazda bulunan
DOPC i¢in elde edilen yasam siiresi degerleri ile DPPC siv1 kristal faz
bolgesi icin elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda ayni fazda bulunan
DPPC ve DOPC lipitleri i¢in yasam siiresi degerlerinin benzer sekilde azalma
egiliminde oldugu goriilmiistir. Bunun nedeni dinamik sOniimleme
prosesinin ld fazinda etkin olmasidir. Yiiksek sicakliklar daha hizli
difiizyonla ve dolayisiyla daha biiyiikk Olgiide carpismadan kaynaklanan
sontimleme ile sonuglanir (Lakowicz, 2003).

Ayni lipit bilesenleri ve karigimlart igin boya konsantrasyonlari
arttirtlarak mikroskobik Olclimlere ek olarak spektroskopik Olc¢limler
almmistir. Her bir lipit bileseni ve lipit/kolesterol karisimi igin boya
konsantrasyonunun arttirllmasiyla elde edilen sonuglarda emisyon
spektrumunun daha biiyiik dalga boylarina kaydigi goriilmiistiir. Dalga
boyunun daha biiylik degerlere kaymasi boya molekiillerinin farkli lipit
ortamlarinda farkli agregasyonlarda oldugunu gostermektedir.

Kullanilan boya karbosiyanin bir boyadir. Siyanin boyalar i¢in iki tip
agregasyon sekli vardir: H- agregasyon ve J- agregasyon. J- agregasyonuna
sahip boyalar emisyon spektrumunda daha biiyiik dalga boylarma kayma
gosterirler (red-shifted) (Dixon et al, 2005).

Siyanin boyalarda gozlenen bu tip agregasyonun spektroskopik
Ozellikleri, J- band1 adi verilen yeni bir absorpsiyon bandi ile karakterize
edilir. Bu absorpsiyon bandi daha biiyiikk dalga boylarinda ortaya ¢ikar
(Yonezawa et al, 2005).
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Aynmi boya konsantrasyonlarin kullanildigi boya lipit sistemlerinin
aralarindaki etkilesim ayni zamanda non-perturbing teknikler olan FTIR ve

DSC ile de incelenmistir.

Jel ve siv1 kristal fazda, frekans degerleri incelendiginde; artan boya
konsantrasyonlarinin DPPC lipozomlarina eklenmesi ile sistemin asil zincir
(hidrokarbon zincir) diizeninin arttig1 goriilmektedir. Jel fazda artan boya
konsantrasyonlari ile band genisligi degerlerinin saf DPPC degerlerine gore
azalmast; lipit asil zincirlerinin hareket Ozgiirliigiiniin azalmasi anlamina
gelirken, sivi kristal fazda artan boya konsantrasyonlar1 ile band genisligi
degerlerinin saf DPPC degerlerine goére artmasi ise artan boya
konsantrasyonlarinin membran dinamigini arttirict  etkisinin  oldugunu
gosterir. Kullanilan boya SP-DiOC;g, lipofilik anyonik sulfonilkarbosiyanin
bir boyadir. Negatif ylik bu problarin lipit ¢ift tabakada lateral ve enine
dagilimlarinin degigsmesine neden olur. Bu 6zellik plazma membran lipit

domenlerinin tanimlanmasinda énemlidir (Leung et al., 1996).

DPPC lipozomlarimin polar kismindaki bas grubu ve boya
konsantrasyonu arasindaki etkilesimler C = O gerilme titresim ve PO,
antisimetrik gerilme bantlarinin analizi ile incelenmistir. DPPC lipozomlarina
eklenen boya konsantrasyonlarmin frekans degerlerini diigiirmesi, hem jel
hem de sivi kristal fazda, lipit polar kismindaki bu fonksiyonel gruplarin
cevresinde  boya  molekiillerinin  dehidrasyona  neden  oldugunu

gostermektedir.

DPPC membranlarina artan boya konsantrasyonu eklenerek elde edilen
kalorimetrik egri incelendiginde; 6n gecis sicakliginin kayboldugu ve esas
faz gecis sicakliginin ise artan boya konsantrasyonu ile daha yiiksek

sicakliklara kaydigi gozlenmistir. Ayrica boya konsantrasyonunun DPPC
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lipozomunda artmas1 ile esas faz gecis sicakligi pikinde bir genisleme
gozlenmistir.

FTIR ve DSC sonuglarimizdan da anlasilacagi gibi boya molekiillerinin
fosfolipit membranlarla etkilesime girdigini sdyleyebiliriz.

Kullandigimiz boya SP-DiOC;g(3) lipofilik siilfonlu karbosiyanin bir
boyadir. Uzun hidrofobik zincirlere sahiptir. Bu tip boyalar canli doku ve
hiicre caligmalarinda etiketlemede kullanilmaktadir. Lipofilik karbosiyanin
boyalar ayrica membran fizyonu ve hiicre gegirgenligini goriintiilemede de
kullanilmaktadir (Abidor et al., 1994; Bakker et al., 1993; Dimitrov and
Sowers, 1990). Hidrofilik/hidrofobik yapilara sahiptirler. Kullandigimiz
boyanin (SP-DiOC;5(3)) fosfolipit model membranlarla bag yaptig
bilinmektedir (Leung et al., 1996).

Floresans spektroskopide oldukc¢a yaygin olarak kullanilan problarin
bulunduklar1 ortamda etrafindaki molekiillerle etkilesim igine girdikleri
bilinmektedir. Bu etkilesimler kullanilan floroforun etrafindaki molekiillerle
baglanmasi seklinde olabilir. Bu durumda da floresans siddeti, florofor ve
molekiil baglanmalarinin bir sonucu olarak degisir ve floroforun yapisina
bagli olarak azalir ya da artar. Yapilan pek ¢ok ¢aligmada kullanilan problarin
lipit membranlarla ya da ortamdaki molekiillerle etkilestigi bulunmustur
(Adams and Feltz, 1977; Frank et al., 1996). Problarin membranlara
baglanmalarinin alkil zincir uzunlugu ile arttifi sOylenmektedir. Ayrica
probun membrana baglanmis oldugu, emisyon siddetindeki artis ve emisyon
dalga boyunun daha kiiclik dalga boylarina kaymasindan anlasilir. Bu
sonuglar da floroforun daha diisiik polariteli bolgede bulundugunu gosterir.
Bu degisimler prob alkil zincir uzunlugu arttikca artar (Radda and
Vanderkool, 1972).
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Floresans spektroskopisi ve mikroskopisi gibi 6l¢iim elde edebilmek
icin disaridan prob gerektiren tekniklerde kullanilmakta olan bu boyalar,
membranlarla ya da etrafindaki molekiillerle etkilestikleri igin, prob
molekiillerinin varlig1 veri analizi i¢in bir¢ok karmasik faktorler tretir.
Ayrica, bu tip tekniklerle inceleme altindaki sistem hakkinda bilgi ¢ikarmak
icin prob molekiillerinin bu etkilesimlerinin de g6z oniinde bulundurulmasi
gerekebilir. Bu durumda, incelenecek sistem hakkinda, disaridan prob
gerektiren bu tip tekniklerden elde edilen veriler, sistemi bozmadan &lgiim
alinabilen diger tekniklerden (FTIR ve DSC gibi) elde edilen verilere gore
daha farkli olabilir ya da non-perturbing tekniklere gore daha farkli sonuclar
elde edilmesine neden olabilir. Bu nedenle bu tip problarin deneysel

calismalarda dikkatli kullanilmasi gerekmektedir.
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5. DEGERLENDIRME

Bu calismada incelenen melatonin antioksidan olup pek ¢ok hastalikta
tedavi amacl kullanilmaktadir. Melatoninin etki mekanizmalarinin tayini i¢in
pek cok calisma yapilmistir ve yapilmaktadir. Fakat bu ¢alismalarin pek ¢ogu
klinik seviyededir. Molekiiler diizeydeki ¢aligmalar heniiz kisith sayidadir
(Saija et al, 2002; Ceraulo et al, 1999; Costa et al, 1997; Bongiorno et al,
2004, 2005) dolayist ile melatoninin membran igindeki konumu ve
konformasyonu heniiz tam belirli degildir. Bu tip c¢aligmalar melatoninin
tedavideki kullanimi ile ilgili mekanizmalar1 anlamada yardimci olacak

degerli bilgiler verecektir.

Bu caligmada ilk defa melatoninin negatif yiiklii lipit (DPPG) model
membranlar (MLV), nétr (DPPC) ve kolesterol iceren nétr lipitlerden
(DPPC/Kolesterol) olusan model membranlar (LUV) iizerine etkisi sicaklifa
ve melatonin konsantrasyonlarina bagli olarak FTIR, DSC ve Floresans
Spektroskopisi teknikleri kullanarak incelenmistir.

Melatoninin model membranlarla etkilesmesini anlamak, incelenecek
sistemin gergek membranlara benzemesi nedeni ile hem gercek sistemlerdeki
etkilesmeleri anlamamiz agisindan degerli bilgiler verecektir hem de
melatoninin etki mekanizmasini daha fazla anlamamiza yardime1 olacaktir.

Ilag olarak potansiyel vaad eden melatoninin negatif yiiklii ve néotr
model membranlar lizerindeki fiziksel etkileri spektroskopik ve kalorimetrik
olarak incelenmistir. Melatoninin jel ve siv1 kristal fazda lipitin asil zinciri,
karbonil grubu ve fosfat bas grubu ile nasil etkilestigi, membran icindeki
konumu ve dolayisi ile membran diizen ve dinamigini nasil degistirdigi
incelenmistir.

Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde;

- FTIR ve DSC sonuglarimiza gore, biz bu ¢alismamizda ilk kez,

negatif yikli DPPG membranlarina melatonin eklenmesi ile
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esas faz gecis sicakligimin daha disiik sicakliklara kaydigini,
melatoninin diisiik konsantrasyonlarinin (% 3, % 6 ve % 9 mol)
negatif yiikli membranlarin hem jel hem de siv1 kristal fazda
diizenini arttirirken dinamigini azalttigini, ylksek
konsantrasyonlarinin (% 15, % 24 ve % 30 mol) ise hem jel hem
de siv1 kristal fazda DPPG membranlarinin diizenini azaltirken
dinamigini de arttirdigini gdsterdik. Ayrica melatoninin negatif
yiiklii membranlarin polar bas gruplartyla giiclii etkilestigini ve
bu membranlarin karbonil ve fosfat gruplariyla gii¢lii hidrojen

bag1 kurdugunu gosterdik.

Melatoninin ndtr ve kolesterol iceren ndtr membranlarla nasil

etkilestiginin FTIR, DSC ve Floresans Spektroskopisi teknikleri kullanilarak

ilk kez incelendigi bu ¢calismamizda da;

Notr ve kolesterol iceren nétr membranlara melatonin eklenmesi
ile esas faz gecis sicakligiin daha diisiik sicakliklara kaydigini,
melatoninin artan konsantrasyonlarmin (%3 ve % 15 mol) hem
saf DPPC hem de kolesterol iceren DPPC membranlarinin
diizenini jel fazda arttirdigini bulduk. Sivi kristal fazda
melatoninin bu konsantrasyonlar1 saf DPPC membranlarinda her
hangi bir etkiye sahip degilken, kolesterol igeren DPPC
membranlarinin  diizenini arttirmistir.  Ayrica melatonin bu
konsantrasyonlart hem saf DPPC hem de kolesterol iceren
DPPC membranlarinin dinamigini her iki fazda da arttirmistir.
Ayrica melatoninin hem saf DPPC hem de kolesterol iceren
DPPC membranlarinin bag gruplariyla giiglii etkilestigini ve hem
kolesteroliin hem de kolesterol varlifinda melatoninin bu
membranlarin karbonil ve fosfat gruplariyla giiglii hidrojen bagi

kurdugunu gosterdik.
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Bu calisma, melatoninin hastalik tedavilerindeki roliinii, bu roliin
arkasindaki mekanizmalart molekiiler diizeyde anlamak bdylece ilag
membran etkilesmelerini agiklamak agisindan ¢ok faydali olacaktir. Ayrica
cesitli hastaliklarin tedavisinde ve hastaliklardan korunmak amaciyla
kullanilan antioksidanlarin, gergek sistemdeki etki mekanizmasii daha iyi
anlamamiza yardimci olacaktir. Melatonin-membran etkilesmesini anlamak,
melatoninin membran gegirgenligindeki roliinii agiklamak agisindan faydali

olacaktir.

6. GELECEKTEKI PLANLAR

Deneysel olarak gerceklestirilen calismalar teorik calismalarla
desteklenecektir.

Klasik molekiiler dinamik simiilasyon metotlar1 kullanilarak ilag-
membran etkilesimleri ve fosfolipit membranlarin dinamik, yapisal ve

olusum oOzellikleri incelenecektir.
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