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Ozet

Depresyon son yillarda halk arasinda en sik gdzlenen psikiyatrik hastaliklar arasinda yer
almaktadir. Depresyonun tedavisi temel olarak psikiyatrik ilaclar ile yuritilmektedir.
Gegtigimiz son birkag yil igerisinde Valdoksan ticari adiyla piyasaya siiriilen agomelatin’in
bagimlilik yapici etkisinin olmamasi, ilag birakma durumunda hastanin sorun yagamamasi
ve ilacin yalnizca etki ettigi 6zel reseptorlere baglanmasi gibi nedenlerle diger psikiyatrik
ilaclara gore ¢ok daha az yan etkiye sahip oldugu diisliniilmektedir. agomelatin’in
membran yapist lizerindeki etki mekanizmasi heniiz tam olarak netlik kazanmamustir,
Ornegin literatiirde agomelatin’in biyolojik membran lipitleri ile etkilesimi iizerine
herhangi  bir ¢alisma  bulunmamaktadir. Bu  ¢alismamizda, agomelatin’in
dipalmitolfosfatidilkolin (DPPC) ve spingomiyelin (SM) model membranlar ile etkilesimi
kizil otesi Fourier transform (FTIR) spektroskopi ve diferensiyel tarama kalorimetresi
(DSC) teknikleri ile incelenmistir. DSC ve FTIR spektroskopisi ¢aligmalar1 agomelatin’in
DPPC ¢ok tabakali membranin faz gecis sicakligini diisiik degerlere, SM membranda ise
yiiksek degerlere kaydirdigin1  gostermistir. FTIR calismalarinda CH; gerilme bandlarinin
frekans degerlerinin incelenmesi, agomelatin’in lipit esnekligini azalttigi, diger degimle
lipit diizenini artirdigin1 gostermistir. Sivi kristal fazda ise, ilacin konsantrasyonu 6%
moliin Gstline ¢iktikea lipit diizenindeki artig azalmigtir. Bunun yani sira agomelatin ilavesi
cok yuksek konsantrasyon haricindeki (24% mol) tim dozlarda, her iki fazda da DPPC
lipozomlarinin bant genisligini artirmaktadir ki bu da lipit dinamigini arttirdigini
belirtmektedir. C=0 gerilme bantlarinin frekans degerlerinin incelenmesi, agomelatin’in
yiiksek dozlarda gliserol iskeletinde hidrojen bagi yapma kapasitesini artirdigimni, diisiik
dozlarda ise azalttigimi gostermektedir. Gozlemledigimiz PO,  antisimetrik bant
frekansindaki azalma, agomelatinin fosfat gruplari civarindaki hidrojen baglanmasim
arttirdigin1 gosterir. SM model membranlari i¢in, jel fazda, ilacin konsantrasyonu arttik¢a
sistem daha diizenli hale gelmistir. Ote yandan, sivi kristal fazda, diisiik
konsantrasyonlardaki agomelatin (1 ve 3 mol %) sistemi daha diizensiz hale getirmis olup,
yiiksek konsantrasyonlardaki agomelatin ise sistemi daha diizenli hale getirmistir. Benzer
sekilde, diisiik konsantrasyonlardaki agomelatin (1 and 3 mol%), lipit dinamigini
azaltmakta, ancak ylksek konsantrasyonlarda uygulandiginda lipit dinamigini
artirmaktadir. Agomelatin, SM kafa gruplarindaki hidrojen baglanmasinin kuvvetini, diisiik
dozlarda uygulandigi zaman azaltmakta olup, yiliksek konsantrasyonlarda uygulandigi
zaman ise artirmaktadir. Hem DSC veFTIR caligsmalar1 her iki tip lipit membran igin
ilacin, C,-Cg bolgelerinden ziyade, lipitlerin daha derin, i¢ kisimlarinda konumlandiginm
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Agomelatin, DPPC, Spingomiyelin, FTIR, DSC



Abstract

Depression is one of the most commonly seen psychiatric diseases in the population in
recent years. Treatment of depression is mainly carried out by psychiatric drugs. In the past
few years, agomelatine which is released to the market with a trade name, Valdoxane, has
been thought to have far less side effects due to its non-addictive nature, not having trouble
when the drug is quitted, and also due to its property of binding only to the specific
receptor that the drug interacts with. The action mechanism of agomelatine on the
membrane structure has not been clarified yet, for instance, no studies has been found in
the literature about the interaction of agomelatin with the lipids of biological membranes.
In this current study, the interaction of agomelatine with the model membranes of
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and sphingomyelin (SM) is examined by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and Differential scanning calorimetry (DSC). DSC
and FTIR studies show that, agomelatine shifts the phase transition temperature of DPPC
multilamellar membrane to the lower degrees, however, it shifts the phase transition
temperature of SM membrane to the higher degrees. The analysis of the frequency values
for the CH, stretching bands, in FTIR studies, indicates that, for DPPC membranes,
agomelatine leads to a decrease in the flexibility of the lipids, it leads to an increase in the
lipid order of the system. However in liquid crystalline phase ordering effect decreases as
concentration increases above 6 mol %. Besides, administration of agomelatine decreases
the bandwidth values of the DPPC liposomes, indicating a decrease in the lipid dynamics
in both phases except at a very high concentration of agomelatin ( 24 mol %) . The analysis
of the frequency values of C=0O stretching bands, shows that, agomelatine, at higher
concentrations, enhances the hydrogen bonding capacity in the glycerol backbone,
however it reduces the hydrogen bonding capacity at lower concentrations. The decrement
observed in the band frequency value of the PO? antisymmetric stretching band, indicates
that, agomelatine enhances the hydrogen bonding around the phosphate groups. For SM
model membranes, increasing concentrations of drug makes the system more ordered in
the gel phase. On the other hand, in the liquid crystalline phase, agomelatin at low
concentrations (1 and 3 %) disorders the system, while at higher concentrations (6-24 mol
%) orders the sytem. Similarly, agomelatine decreases lipid dynamics of SM at low
concentrations (1 and 3 mol%), while it increases the dynamics at higher concentrations.
Addition of agomelatine, decreases the strength of hydrogen bonding in the SM head
groups, at low concentrations, while at higher concentrations, it increases the strength of
hydrogen bonding. Both DSC and FTIR studies indicate that, the drug is placed in the deep
interiors of the lipid membranes, rather than in the C,-Cg region of the lipids, in both types
of lipid membranes.

Keywords: Agomelatine, DPPC, Sphingomyelin, FTIR, DSC



1.Giris

1.1. Calismanin Amaci

Psikiyatrik bozukluklar degisen yasam kosullar1 ve artan stres faktorii nedeniyle
giiniimiizde goriilen en yaygin hastaliklar arasindadir. Yeme ve uyku bozukluklari, madde
bagimliligi, hareket bozukluklari, sizofreni, bipolar bozukluk, anksiyete bozukluklari,
dikkat ve konsantrasyon saglama giicliikleri ve depresyon gibi bozukluklar psikiyatrik
hastaliklarin en bilinen Ornekleri arasinda yer almaktadir. Bagli basma bir psikiyatrik
rahatsizlik olan uyku bozukluklarinin gesitli psikiyatrik rahatsizliklarda %75 oraninda
goriildiigii dikkat ¢ekmektedir. Bu hastaliklar arasindan depresyon ile birlikte ortaya ¢ikan
uyku bozukluklar1 6zel ve onemli bir yer tutmaktadir. Depresyon rahatsizli§i ¢eken
kisilerin uyku diizenlerinde meydana gelen degisiklikler, hastaligin teshisi safhasinda

onemli bir biyolojik gosterge olarak kabul edilmektedir.

Psikiyatrik hastaliklarin, 0Ozellikle depresyonun, tedavisi i¢in kullanilan en etkili
yontemlerden biri psikiyatrik ila¢ tedavisidir. Yiiriitillen calismalarla her giin, ¢esitli sinif
ve Ozelliklerde var olan ilaglara, etkinligi daha fazla ve bununla birlikte yan etkileri daha
az olan bircok yeni ilag eklenmektedir. Avrupa’da son yillarda piyasaya Valdoxan ticari
adi ile siiriilen agomelatin de bu baglamda ortaya ¢ikan, uyku bozukluklari ile birlikte
depresyon tedavisinde de kullanim alan1 bulan ¢ok yeni bir psikiyatrik ilagtir. Aktif ajan
agomelatin (N(2-(7-methoxy-1-naphthyl)ethyl) acetamide), (PAPP v.d., 2003; LOO v.d.,
2002), salinim seviyelerindeki degisiklere bagli olarak depresyonun olusumunda onemli
rol oynayan ndrotransmiterlerden Melatonin’e ait reseptdriin MT1 ve MT2 konumlarinda
agonisti ve Serotonin’e ait 5-HT2C alt grubu reseptoriin antagonisti olarak aktivite
gostermektedir. MT1 ve MT2 Melatonin reseptorleri ile 5-HT2C Serotonin reseptorleri
sirkadyan ritmin diizenlenmesinde gorevlidirler. Diger antidepresan ilaglarin etken
maddelerinden farkli olarak, agomelatin, Melatonin reseptorlerinde agonist olmasi ile
antidepresan aktivitesini gosterirken, ayn1 zamanda 5-HT2C tip Serotonin reseptorlerinde
antagonist olmasi sebebiyle de sirkadyan ritmin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir.
Bu nedenle agomelatin, diger antidepresanlardan farkli olarak depresyonun olusumu ile
ortaya ¢ikan belirtilerin giderilmesi ile birlikte ayn1 zamanda uykunun hizli goz hareketi
sathasin1 (REM) etkilemeden, uyku diizeninin yeniden saglanmasinda da énemli bir yere
sahiptir. Belirtilen etki mekanizmasi ile bu alanda kullanilan diger ilaglara gére tamamen

yeni bir etki mekanizmasina sahip olan bu ilag, ilerleyen yillarda depresyonun tedavisi i¢in
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bliylik umut vaat etmektedir. Cok yeni bir ila¢ olmasi nedeniyle literatiirde bu ilacin
biyolojik sistemlerle etkilesmesi hakkinda 6nemli bir veri acig1 bulunmaktadir.

Bu ¢alismamizda degisik konsantrasyonlarda Agomelatin’in, beyin hiicre membraninda
yuksek miktarda bulunan nétr Dipalmitoylfosfotidilkolin (DPPC) ve spingomiyelin (SM)
(N-Acyl-4-sphingenyl-1-O-phosphorylcholine ) mebranlar ile etkilesimleri spektroskopik
(FTIR) ve kalorimetrik (DSC) teknikler kullanilarak farkli membran fazlarinda
arastirilmistir. . Ilaglarin etki mekanizmalarinin tam olarak anlasilabilmesi icin, ilaclarm
membran ile etkilesimlerini incelemek biliyllk 6nem tasimaktadir. Fakat biyolojik
membranlar genellikle birden fazla cesit lipit ve proteinlerden olustuklari i¢in karmasik bir
yapiya sahiptirler, bu nedenle ilaglarin membranla etkilesmelerini yorumlayabilmek
zordur. Bu sebepten otiirii calismalara bilesenleri degistirebilen model membranlarla
baglamak genel bir yaklasimdir. Biz de bu projemizde Agomelatin-membran
etkilesmelerini biyolojik membranlarin, 6zellikle beyin hiicre membraninin, igeriginde

o6nemli bir yeri bulunan DPPC ve SM model membranlar kullanarak inceledik.

Bu kapsamda Valdoxan isimli psikiyatrik ilacin aktif ajan1 olan agomelatin’in,

e membran lipit faz gecis egrisi ve faz gegis sicakliklart (6n gecis ve ana gecis)
izerine etkisi ve olas1 alt bolgelerin varligi (yanlamasina faz ayrilmasi gibi) DSC
teknigi ile direk olarak gézlemlendi,

e yapisal bir parametre olan lipit agil zincir esnekligi (lipitlerin diizeni) {izerine etkisi
FTIR spektroskopisi ile incelendis,

e yapisal bilgi veren lipit kafa grubu ve sulu kisma yakin gliserol iskeletinde hidrojen
baglanmasinin giddeti iizerindeki etkisi FTIR spektroskopisi ile incelendi,

e lipit dinamigi gibi fonksiyonel parametrelerde meydana getirdigi degisimler FTIR
spektroskopisi ile incelendi,

e ve bu bilgiler sayesinde agomelatinin membrandaki konumu hakkinda bilgi
edinildi.

Bu ¢alismalara ek olarak, FTIR spektrumlarindaki degisimleri baz alan kiimeleme (cluster)

analizi ile gruplar ayristirilda.
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2. Genel Bilgiler

2.1. Depresyon

Psikiyatrik bozukluklar olarak smiflandirdigimiz yeme ve uyku bozukluklari, hareket
bozukluklari, sizofreni, bipolar bozukluk (manik depresyon), anksiyete bozukluklari,
dikkat ve konsantrasyon saglama giigliikleri ve depresyon gibi rahatsizliklar degisen yasam
kosullar1 ve artan stres faktorii nedeniyle giiniimiizde en yaygin goriilen akil ve ruh saglig
hastaliklar1 arasinda yer almaktadir. Bu hastaliklar iginde karmasik bir psikiyatrik
bozukluk olarak tanimlanan depresyon, giinlimiizde insan niifusunun %15°1 gibi biiytik bir
oranini etkilemektedir (LANNI v.d., 2009). Ayn1 zamanda depresyon diinya ¢apinda, en
cok morbidite ve mortalite oranina sahip olan 10 hastaliktan biri olarak gdsterilmektedir
(ROSENZWEIG-LIPSON v.d., 2007).

Depresyon, ortaya ¢ikardigi fizyolojik, nérohormonal, davranigsal ve psikolojik belirtilerin
bitiini nedeni ile heterojen bir sendrom olarak ifade edilmektedir (FUCHS v.d., 2006;
NESTLER v.d., 2002). Kisinin yeme aliskanliklarinin degismesi, uyku bozukluklarinin
ortaya c¢ikmasi, bunun sonucunda olusan asir1 yorgunluk durumu, siirekli devam eden
lizgiinliik, bikkinlik, umutsuzluk halleri ile degersizlik, amagsizlik, suc¢luluk hissi, ve
bunlarla birlikte dikkatte ve konsantrasyon saglamada (WEILAND-FIELDER v.d., 2004;
PORTER v.d., 2003), hafizada (AIRAKSINEN v.d., 2004; MACQUEEN v.d., 2002;
AUSTIN v.d., 2001), ve karar vermekte biyiik giiclik (CHAMBERLAIN ve SAHAKIAN,
2004), bu hastaligin belirtileri arasinda yer almaktadir (HAN v.d., 2009).

Bu belirtilerin i¢inde, Ozellikle uyku bozukluklar1 ile depresyon gibi psikiyatrik
hastaliklarin iligkilerinin arastirildig1 ¢calismalarda, farelerde kronik uyku azalmasi sonucu
depresyon benzeri norobiyolojik ve néroendokrin degisiklikler gorilmektedir (NOVATI
v.d., 2008; ROMAN v.d., 2005). Buna bagli olarak da uyku bozukluklar1 ve depresyon gibi
minor ruhsal hastaliklar arasinda giliglii bir bag oldugu saptanmistir (MAYERS ve
BALDWIN, 2006; ROTENBERG v.d., 2000). Depresyonda olan kisilerin uyku
oriintlistindeki degisiklikler, hastaligin tanisinda 6nemli bir biyolojik gosterge olarak kabul
edilmektedir. Bu oriintiideki tipik ozellikler, kisa siirede REM donemine girme, geceleri

stk uyanma, sabahlar1 erkenden uyanma olarak 6zetlenebilir.
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2.2.Antidepresan ila¢c Agomelatin

Psikiyatrik ilaglarin duyusal bilgiyi, olumsuz uyaranlarin azami dl¢lide degerlendirilmesini
saglayarak olumlu uyaranlar1 baz alan isleyis sistemini tetiklemeleri sebebiyle,
depresyonun etkilerinin azalmasinda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (HARMER,
2008). Bu tedavi yontemi ile depresyonun yol agtigi belirtiler giin gectikce
azaltilabilmekte, boylece kisinin duygusal durumu, istah kontrolii, dikkat ve konsantrasyon
saglama, ya da hafiza gibi alanlarda meydana gelen bozukluklar1 biyiik Olc¢lide

giderilebilmektedir.

Beyin hiicrelerinden salgilanan Serotonin, Dopamin, Norepinefrin, GABA, Glutamat ve
Melatonin  gibi  ndrotransmiterlerdeki  degisimler, psikiyatrik ilaglarin  etki
mekanizmalarinin ¢dziimlenmesinde dnemli belirteclerdir (LEONARD, 2000). Onerilen
etki mekanizmalarinda ise, psikiyatrik ilaglarin depresyonun olusmasinda etkili olan ¢esitli
beyin fonksiyonlarimi ve cevresel uyaranlara karsit olusturulan cevaplar1 kontrol eden
norotransmiterlerin  (sinyal ileticilerin) miktarlarinda meydana gelen anomalilerin
(BRUNELLO v.d., 2002; OWENS v.d., 1994; KLERMAN v.d., 1965; SCHILDKRAUT,
1965) giderilmesini saglayarak depresyonun etkilerinin ortadan kalkmasina yardimei

oldugu sonucuna varilmistir (LEONARD, 2000).

Psikiyatrik ilaglar sinifinda yer alan ve depresyon tedavisinde etkin bir bigimde
kullanilmakta olan antidepresanlar farmakolojik etkilerine gore ndrotransmiter
katabolizmasi inhibitdrleri (monoamin oksidaz inhibitorleri- MAO), geri alim inhibitorleri
(serotonin ve norepinefrin geri alim inhibitorleri- SRI, NRI), reseptor agonistleri (5-
HT1A), reseptdr antagonistleri (a2-AR, 5-HT2) ile sinyal iletimindeki diger stimiilator
veya inhibitorleri olmak {izere ¢esitli siniflara ayrilir. Farkli gruplarin sahip oldugu farkl
etki mekanizmalar1 sebebiyle her bir grup ilacin depresyon hastalarinda farkli kognitif
fonksiyonlarin degismesini ve diizeltilmesini sagladig: diisiiniilmektedir. Giiniimiize kadar
¢ok sayida antidepresanin etki mekanizmalar1 ve yol agtigi diizelmeler ile farmakolojik
profilleri, etkinlikleri, yan etkileri ve diger birtakim ilaglarla etkilesimlerini gézlemlemeye
iliskin yapilmig olan birgok ¢alisma literatiirde yer almaktadir (LANNI v.d., 2009;
DEUPREE v.d., 2007).

Psikiyatrik ilaglarin yaygin kullanimi nedeniyle yiiriitiilen arastirmalar sonucunda her

gecen giin yeni etken maddeler ortaya ¢ikarilmakta, bdylece var olan psikiyatrik ilaglarin
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yerine etkinligi daha fazla ve yan etkileri daha az olan yeni ilaglar gelistirilerek piyasaya
strilmektedir (CALLADO v.d., 2009; OWEN, 2009). Bu kapsamda, ¢ok yakin bir
zamanda gelistirilen ve piyasaya Valdoxan adiyla siiriilen ilacin etken maddesi olan
agomelatin, bilinen diger psikiyatrik ilaglardan farkli ve yeni bir etki mekanizmasina sahip
olmasi agisindan diger ilaglar karsisinda bazi avantajlara sahiptir. Bu avantajlardan en
onemlisi uyku bozuklugu ile birlikte seyreden depresyon tedavisinde yakin gelecekte

biylk umut vaat etmesidir (ESER v.d., 2008).

Agomelatin’in, kronik hafif stres modeli gibi davranis testleri uygulanan si¢an
modellerinde antidepresan aktivitesi gosterdigi bulunmustur (POPOLI, 2009). Agomelatin,
diger antidepresanlarin izledigi, monoaminlerin geri alimi1 ya da metabolize edilmesi
(AGID v.d., 2007) gibi klasik etki mekanizmalarindan farkli bir etki mekanizmasina
sahiptir. Agomelatin’in antidepresan aktivitesi, salinim seviyelerindeki degisim ile
depresyonun olugmasinda 6nemli rol oynayan ndrotransmiterlerden Melatonin’e ait
reseptoriin MT1 ve MT2 konumlarinda agonisti (RODRIGUEZ v.d., 2007; MILLAN v.d.,
2003; VAN REETH v.d., 2001; CONWAY v.d., 2000; YING v.d., 1996; YOUS v.d.,
1992) ve Serotonin’e ait 5-HT2C alt grubu reseptoriinde ise antagonist olmasini temel
almaktadir (ARENDT ve RAJARATNAM, 2008; CHAGRAOUI v.d., 2003; MILLAN
v.d., 2003, CUSSAC v.d., 2002).

Melatonin gece saatlerinde, bir diger deyisle karanlik evrede salgilanan ve aydinlikta
salgilanmasi engellenen, sirkadyan ritm adi da verilen biyoritmin diizenlenmesinde gorevli
olan bir nérohormondur (TUMA v.d., 2001). MT1 ve MT2 Melatonin reseptorleri ile 5-
HT2C Serotonin reseptorleri sirkadyan ritmin diizenlenmesinde gorevlidirler. Bu nedenle
belirtilen reseptorlerin ekspresyonlar:t biyoritmin kontrol edildigi bdlgelerde artis
gostermektedir (MASANA v.d., 2000, SERFATY v.d. 2010). Diger antidepresanlardan
farkli olarak, agomelatin, Melatonin reseptorlerinde agonist olarak antidepresan aktivitesini
gosterirken, 5-HT2C tip Serotonin reseptorlerinde antagonist olmasi 6zelligiyle sirkadyan
ritmin  diizenlenmesine de katkida bulunmaktadir (SAN ve ARRANZ, 2008).
Agomelatin’in antidepresan aktivitesi farkli hayvan modellerinde arastirilmis ve
depresyona karsi etkili bir ilag olabilecegi 6nerilmistir (STRAT ve GORWOOD, 2008). Bu
bilgiler 1s1ginda agomelatin diger antidepresanlardan farkli olarak yalnizca kaygi
depresyona kars1 gelistirilmis bir ilag degildir. Ayn1 zamanda uykunun hizli1 g6z hareketi
sathasin1 (REM) etkilemeden uyku diizeninin yeniden saglanmasinda da 6nemli bir yere

sahiptir (OWEN, 2009).
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Agomelatin’in, diger psikiyatrik ilaglara gore ¢ok az oranda yan etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir. Venlafaksin ile kiyaslandiginda agomelatin kullanimmin seksiiel
fonksiyonlar1 daha az etkilendigi, Paroksetin ile kiyaslandiginda ise ilacin ani
kesilmelerine kars1 yeniden ortaya cikabilecek depresyon belirtilerinin minimum duzeyde
oldugu saptanmistir (OWEN, 2009; KENNEDY v.d., 2010). Diger psikiyatrik ilaglarla
kiyaslandiginda, yukarida bahsedildigi lizere yan etkilerinin asgari diizeyde olmasi ile
birlikte bagimlilik yapici etkilerinin bulunmamasi, ila¢ birakma konusunda hastanin sikinti
cekmemesi ve etkilesim i¢inde bulundugu reseptorlerin disinda baska reseptorlere
baglanmamasi, agomelatin’in yakin gelecekte giivenli ve etkili bigimde depresyon
tedavisinde kullanilabilmesi i¢in biiyilk 6nem arz etmektedir (GOODWIN v.d., 2007;
KASPER v.d., 2010). Fakat tiim bu olumlu 6zelliklerinin yaninda, ilacin 6zellikle uzun
siireli tedaviler sonrasi meydana getirebilecegi birtakim farkli yan etkilerin de arastirilmasi
gerekmektedir.(BODINAT v.d. ,2010; JOCKERS v.d., 2008; LEMOINE v.d., 2007).
Ornegin yapilan kiiciik capli calismalarda ilacin bazi karaciger enzimlerinin aktivitesini
arttirdigi goézlemlenmis, boylece karaciger fonksiyonlarinda gesitli olumsuz etkilerinin

olabileceginin sinyallerine ulagilmistir (VUKOVIC v.d., 2009).

2.3. Model Membranlar

Biyolojik membranlar kompozisyon olarak icerdikleri farkli ¢esit ve oranlarda lipit ve
proteinler nedeniyle ¢ok karmasik bir yapiya sahiptirler. Bu karmasik yapi1 ilag-membran
etkilesimlerinin incelenmesinde sonuglari yorumlama giigliikleri yaratabilmektedir. Bu
sistemlerdeki etkilesmeleri anlamaya yardimci olmasi agisindan, g¢aligmalara kontrollii
olarak bilesenleri degistirilebilen daha basit yapidaki model membranlarla baglamak genel
bir yaklasimdir (SEVERCAN v.d., 2005; KORKMAZ ve SEVERCAN, 2005; KARP,
1999). SM beyin hiicre membraninda yiiksek miktarda bulunan bir lipit
cesididir.(O’BRIEN ve SAMPSON, 1965; O’BRIEN ve ROUSER, 1964.) Bu ¢alismada
ilacin beyindeki etkisini daha iyi anlayabilmek i¢in ilacin DPPC model membran ve SM

model membran ile etkilesimi incelenmistir

Bu calisma i¢in tasarlanan model membranlar, bir diger adiyla lipozomlar fosfolipit
molekiillerinin tampon c¢ozeltiler igerisinde biraraya gelip kiiresel bir sekil olusturarak
meydana getirdikleri yapay membranlardir. Model membran olusumunda kullanilan
fosfolipitler farkli agil zincir uzunluguna sahip nétr ya da yikli (+ / -) lipitler

olabilmektedir. Model membran olusumlarinda kullanilan lipitlerin tiir ve 6zelliklerine ve
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amaca bagl olarak iki veya ¢ok katmanli lipit tabakasi formunda olup hiicre membrani ile
ortak ozellikler gostermektedir. Bu nedenledir ki membran ¢alismalarinda kullanimlar1 ¢ok
yaygindir (KARP, 1999; CANTOR ve SCHIMMEL, 1980). Lipit bilesenleri ve ilag
konsantrasyonlar1 istenilen sekilde degistirilebilen model membranlar sayesinde ilaglarin
membran lipitleri ile etkilesimleri detayli bir bigimde incelenebilmekte, boylece lipitlerde
ilaclardan kaynakli olarak meydana gelebilen yapisal ve fonksiyonel degisimler hakkinda
bilgi edinilebilmektedir (MCAULEY v.d., 2009). Bu projede hiicre membraninin ana
bilesenlerinden olan 16 karbon uzunluklu doymus ¢ift acil zincirli DPPC ¢ok katmanli
lipozomlar1 ve beyin hiicre membranlarinda yiiksek miktarda bulunan faz gecis sicakligi
DPPC’ye gore fizyolojik sicakliklara daha yakin ve tek bir ¢ift bag igeren 18 karbon
uzunluklu SM lipozomlar1 kullanilmistir (DENNIS v.d., 2002). MLV’ler biiyiik yar1 ¢caph
olmalar1 nedeniyle ilag-membran etkilesmeleri ¢alismalarinda biyolojik membranlar1 daha
lyi temsil edebilen ve c¢ok yaygin kullanilan modellerdir (SEVERCAN v.d., 2005;
KORKMAZ ve SEVERCAN, 2005). Bu model sistemlerden elde edilen bilgiler, ileride
cesitli lipit ve proteinlerden olusan karmasik yapidaki biyolojik membranlarda ilagtan

kaynaklanan degisimleri yorumlamakta kullanilmistir.

[lag-membran etkilesimi arastirmalarinda faz gecis egrisi, faz gecis sicakliklari (6n gecis ve
ana gecis), acil zincir esnekligi (diizen), lipit kafa grubu ve sulu kisma yakin gliserol
iskelet iizerindeki hidrojen baglanmasinin siddeti ve lipit dinamigi gibi parametreler

ayrintili olarak analiz edilmektedir.

Bu projede incelenmis olan membran bilesenlerin yapisindaki degisimler ornegin lipit
diizen ve dinamigindeki farklilagmalar giiniimiizde iyon kanal akimlar1 fonksiyonlarindaki
degisimler ile iligkilendirilmektedir (GARIP v.d., 2010; OZEK v.d., 2010; AWAYDA v.d.,
2004; Lee, 2003). Bu degisimler ile cesitli hastaliklar arasinda yakin iligki oldugu
diistintildiiglinden, bahsedilen parametrelerde meydana gelen degisimlerin saptanmasi bu
hastaliklarin tedavi edilmesi agisindan da biiylik 6nem tasimaktadir (ADIBHATLA ve
HATCHER, 2007).

2.4. Projede Kullanilan Biyofiziksel Teknikler

2.4.1. Fourier Doniisiim Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi
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Fourier Doniisim Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi  kizilotesi dalga boyunda
elektromanyetik 1s1ma uygulamasiyla molekiillerin titresimlerini 6lgerek degisik titresim
gruplarim1 goriintiilleyen ve bdylece molekiillerin mikrogevresi hakkinda onemli bilgiler

veren bir tekniktir.

FTIR spektroskopisinden elde edilen bir spektrum, bir bilesigin yapisindaki bag tiirleri,
fonksiyonel gruplar ve dolayisi ile sistemde mevcut molekiillerin belirlenmesi; bunlarin
konsantrasyonu, bu molekiillerin yap1 ve fonksiyonu hakkinda énemli bilgiler verir. Bir
bilesigin titresim spektrumu o bilesige 6zgiidiir ve optik izomerler diginda higbir bilesigin

titresim spektrumu bir baskasi ile ayn1 degildir.

Her bir fonksiyonlu grubun teshisi o grup igin belirgin olan titresim frekanslari ile saglanir.
Bir ¢ok fonksiyonel gruplara ait titresim frekanslari, literatirde daha once yer alan

tablolardan veya atlaslardan faydalanilarak tanimlanmaya caligilir.

Genel olarak FTIR spektrumlarinda kullanilan degiskenler bant siddeti / bantin altinda
kalan alan, bant konumu (frekans degeri) ve bant genisligidir. Bant siddeti ve alani
maddenin konsantrasyonu hakkinda bilgi verirken, bant konumu ilgili bantin
tanimlanmasini, bant konumundaki degisimler incelenen banta gore Ornegin, lipit
duzen/duzensizligi  veya kafa grubu veya kafa grubuna yakin bolgelerin hidrojen
baglanmasmin siddeti hakkinda, bant genisligi ise lipit dinamigi hakkinda bilgi verir
(CAMERON ve CHARETTE, 1981; CAKMAK v.d., 2003; TOYRAN ve SEVERCAN,
2003). Ozellikle biyolojik c¢alismalarda, biyolojik sistemleri, zarar vermeden molekiiler
dizeyde inceleyebilmesi nedeniyle FTIR spektroskopisi teknigi daha da Onem
kazanmaktadir (BOYAR ve SEVERCAN, 1997, MELIN v.d., 2000; SEVERCAN v.d.,
2000; MELIN v.d., 2001; CAKMAK v.d., 2006; GORGULU v.d., 2007; GARIP v.d.,
2007). Kizilotesi spektroskopisinin bu derece yaygin bir sekilde kullanilmasimin altinda

yatan nedenler ¢esitlidir:

(i) ornek hazirlamasi islemlerinin daha kolay olmast;

(i)  orneklerin gaz, s1vi ve kat1 hallerinde hazirlanabiliyor olmast,
(iii)  nitel yorumlarin yapilabiliniyor olmasi,

(iv)  verilerin hizli bir sekilde elde edilebilmesi,

(v)  elde edilen sonuglarin kullanicidan bagimsiz olmasi,
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FTIR spektroskopisi ayrica biyolojik ¢aligmalar agisindan lipitlerin diger biyomolekiillerle
etkilesimleri, proteinlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi, kanser, diyabet gibi patolojik
durumlarin doku ve membran diizeyinde tanim ve teshisi gibi bircok alanda
kullanilmaktadir (MANTSCH , 1984; BOYAR ve SEVERCAN, 1997, FUKUYAMA v.d.,
1999;; LIU v.d., 1996; RAMESH v.d., 2002; TOYRAN v.d., 2004;). FTIR spektroskopisi
molekiiler diizeyde patolojik doku ve hiicrelerin tanimlanmasinda ¢ok etkili oldugundan,
bu c¢alismada epilepsinin hiicre ve dokuda meydana getirdigi etkilerin incelenmesinde

kullanilmustir.

2.4.2 Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)

Diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) biyomolekiillerin termal ve buna bagh
termodinamik O6zellikleri hakkinda hassas bilgiler veren bir tekniktir (CASTELLI v.d.,
2001, INOUE v.d., 2001, KAZANCI v.d., 2001; KORKMAZ ve SEVERCAN 2005;). Bu
metodda referans ve drnek ayni anda degisen sicakliklara tabi tutulur. Degisen sicaklikla
birlikte 6rnekte faz gecisi gerceklestiginde 6rnek tarafindan absorbe edilen termal enerji
referansa eklenir. Boylelikle, bu referansa eklenen enerji spesifik bir faz gecisinde 6rnek
tarafindan absorbe edilen enerjiye esittir. Referansa verilen enerji dengeleme enerjisi

olarak tanimlabilir ki bu enerjinin kayit altina alinmasi bize 6rnegin faz gegis enerjisinin

6l¢imunt verir (CASTELLI v.d.., 2003; BRADRICK v.d.., 1989).

DSC ilag-membran etkilesmesi ¢alismalarinda , ilaglarin membran faz gegis Gzellikleri
tizerine etkilerini aragtirmak tizere kullanilmistir (SEVERCAN v.d., 2005b; KORKMAZ
ve SEVERCAN, 2005; ZHAO v.d., 2007). Membran lipitlerin faz gecis Ozelliklerini
arastirmak biyolojik membranlarin yap1 ve fonksiyonunu anlamak agisindan ¢ok énemlidir.
Normal viicut sicakligi olan 37 °C’de membranin iki tabakali lipit yapisi siv1 kristal faz
seklinde isimlendirilir. Bu fazda fosfolipit molekiillerinin zincirleri birbirine paralel sekilde
uzanir ama her bir molekiiliin agil zincir esnekligi fazladir (gauche yapis1) Eger sicaklik
diiserse lipitler normal sivi kristal fazdan jel faza gecerler ki bu fazda fosfolipit zincir
esnekligi cok kisithidir (trans yapi). Iste bu lipitlerin jel fazdan siv1 kristal faza gecmeleri
onlarin faz gegisi olarak isimlendirilir (KARP, 1999). Membran ¢alismalarinda DSC ile
membran lipitlerinin faz gegis dzellikleri yani faz gegis sicakhigi (Tm, °C), kooperativiti ,
faz gecis entalpisi (AH, kkal/mol) ve entropisi analiz edilir ( MAVROMOUSTAKOS v.d.,
1997). Faz gegis sicakligi ana gecis sicakligin orta noktasi olarak, faz gecis entalpisi ise
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molekiil i¢i ve molekiiller aras1 Van der Walls baglar ile trans-gauche izomerlerinin
bozulmasi ile olusan faz gecisi sirasindaki enerji olarak tanimlanmaktadirlar (KOYAMA
v.d., 1999). Kooperativiti ise faz gegisine katilan lipit molekiillerinin yaklasik miktar1 ile
ilgili olup lipit diizenliligi hakkinda bilgi veren bir parametredir. Yiiksek kooperativiti
degerleri faz gecisine daha fazla lipit molekiiliiniin katildigi anlamina gelmektedir
(CECKLER ve CUNNINGHAM, 1997). Kooperativiti ve entalpi degerleri asagidaki

esitlikler kullanilarak hesaplanir:
Kooperativiti birimi = AHovH / AHo kal
AHo kal : ana gecis sicakliginin altindaki alan
AHovH : van't Hoff entalpi

AHovH = 6.9 Tm2 / [(T2 -T1) / 2]

Tm: faz gecis orta noktasi (oK)

T1 ; baglama sicakligi (oK)

T2 : bitis sicakligl (oK)
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3. Gereg ve YOntem

3.1. Kullanilan Kimyasallar
Agomelatin, DPPC ve SM sigmadan temin edilmistir.
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Sekil 2. SM’nin kimyasal yapisi.

3.2. Agomelatin’in model membranlar ile etkilesiminin FTIR ile incelenmesi

2,5 mg. agomelatin, 1000 ul etanol iginde ¢oziilerek stok solusyon hazirlandi. Stok
solusyonlardan %1 mol, %3 mol, %6 mol, %12 mol, %18 mol ve %24 mol agomelatin
iceren model membranlar1 hazirlamak i¢in gerekli miktarlar alinip etil alkol azot gaz ile
ucuruldu. Orneklere sirasiyla énce Smg lipid sonra 150 pl kloroform eklendi.Céziinen
orneklerdeki kloroform azot gazi ile uzaklastirildi. Organik ¢ozUcileri tamamen ortamdan
uzaklastirma amaciyla 6rneklere 2 saat sreli, dondiirerek kurutma islemi uygulandi. Daha
sonra ornekler Uzerine fosfat tampon (pH=7.4) ¢ozeltisi eklendi. DPPC model membran
faz gecis sicakligit 41 °C civarinda oldugu i¢in Yyaklasik 60-62 °C sicakligindaki su
banyosunda 20 dk. boyunca 1sitip vorteks ile karistirmak suretiyle ¢ok katli liposomlar
olusturuldu. Boylelikle FTIR calismasinda sivi ortamda incelemek iizere ornekler hazir

hale getirildi. FTIR ¢ekimleri 1siya dayanikli CaF, (kalsiyum floriir) camlarla ve 12 um
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aralik yerlestirilerek 4000 — 1000 cm™ frekans araliginda gergeklestirildi. Bu ¢alisma her
derecede 5 dakika inkiibe etmek kosuluyla 20-60 °C araliginda 2°C araliklarla yapildu.

FTIR c¢alismalar;; oOrneklerin tampon ¢oOzeltisinde ¢oziilmesi ile sivi  ortamda
gerceklestirilmistir. Orneklerin yam sira, tampon ¢dzeltisinde ayn1 kosullar altinda FTIR
spektrumu ¢ekilmistir. Tampon ¢ozeltisi iginde bulundurdugu 6rnegin sogurma bandlarini
gizlemekte ve analizlerinin yapilmasini engellemektedir. Bundan dolay1, ayni sicakliktaki
tampon ¢06zeltisinin spektrumu her bir drnegin spektrumundan g¢ikartilmaktadir. Sekil 3,
Ornegin tampon ¢ozeltisi igindeki spektrumunu (a), tampon ¢ozeltisinin spektrumunu (b)

ve Ornegin tampon ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonraki spektrumunu (c) géstermektedir.
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Sekil 3. (a) Ornegin tampon ¢ozeltisi ¢ikarilmadan dnceki; (b) Tampon ¢dzeltisinin ve (c)
ornegin tampon ¢ozeltisi ¢ikarildiktan sonraki 3200 — 1000 cm-1 dalga boyu araligindaki
FT-IR spektrumlari.

Atmosferdeki CO, ve H,0’dan kaynaklanan sogurma bantlari, arastiritlan doku orneginin
sogurma bantlarin1 kamufle edebilir. Dolayisiyla, bu atmosferik su buharimin etkisini
azaltmak amaciyla FT-IR spektrometresinden strekli kuru hava gecirilmektedir. Buna ek
olarak, ornek cekimi Oncesinde havanin ¢ekimi yapilmakta ve elde edilen spektrum
bilgisayar programi araciligiyla 6rnek spektrumundan matematiksel olarak ¢ikarilmaktadir.

Sekil 4’de s6zii edilen hava spektrumu gdsterilmistir.
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3.2.2. FTIR model membran ¢alismalarinda kullanilan analiz yontemleri

Model membranlara ait FTIR spektrumlarindan bir ¢ok bilgi elde edilebilir. Membran
hakkinda yapisal bilgi veren parametreler order (diizen), ve disorder (diizensizlik),
parametreleridir. Bu parametreler FTIR analizinde CH, gerilme modu frekans (veya
dalgasayisi) degerindeki degisim ile izlenir (CASAL ve MANTSCH, 1984, CASAL v.d.,
1980). Bu bandlarin bant genisligi ise sistemin dinamigi hakkinda bilgi verir (CASAL v.d.,
1980). Ayrica lipid kafa grubuna yakin ve kafa grubuna ait bantlarin frekans kaymalari1 o
gruplarin hidrojen bag1 yapma kapasitelerini gosterir (SEVERCAN v.d., 2005a)

3.3 DSC Cekimleri

DSC galigmalari igin 2,5 mg. agomelatini 1mL saf etil alkol iginde ¢6zilip stok solusyon
hazirlandi. Degisik konsantrasyonlarda agomelatin igeren model membranlart (%1mol,
%3mol, %6mol, %12mol, %18mol) hazirlamak i¢in stok soliisyondan gerekli miktarlar
alinip etil alkol azot gazi ile ucuruldu. Orneklere sirasiyla énce 2mg lipid sonra 20 pl
kloroform eklendi.Coziinen 6rneklerdeki kloroform azot gazi ile uzaklastirildi. Spin Vak
cihazi kullanilarak 2 saat siireli kurutma islemi ile organik ¢oziiciiler tamamen sistemden
uzaklagtirildi. Bu kurutulmus sisteme 50 pl tampon ¢ozelti katildi ve lipidin faz
sicakliginin yaklasik 20 °C derece iizerinde dondiiriip 1sitilarak model membran elde
edildi. DSC c¢ekimleri 50 plI’lik miktarlarda 6zel aliiminyum panlar kullanilarak
gergeklestirildi. Cekimler 20-70 °C araliklarinda 1 °C/dak sicaklik artis oraniyla elde
edildi. Elde edilen spektrumlar Origin 7 programinda analiz edildi. Analiz edilen
spektrumlardan DPPC faz gegis Ozellikleri (entalpi, kooperativiti) daha 6nce bahsedilen

esitlikler kullanilarak hesaplandi.
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4. Bulgular ve Tartisma

4.1. Agomelatin’ in DPPC model membram iizerine etkileri

4.1.1. Agomelatin-DPPC etkilesimi DSC ¢alismalari

Sekil 5 degisik konsantrasyonlarda agomelatin iceren ve igermeyen DPPC liposomlarina
ait DSC termogramlarini gostermektedir. Tablo 1 ise bu liposomlarin faz gegis
sicakliklarini ve band genisgliklerini gostermektedir. Sekilde ~34 °C’de gorilen kuguk bant
saf DPPC lipozomunun 6n faz gecis sicakligini, 40.84 °C’de gorilen blyuk bant ana faz
gecis sicakligin1 gostermektedir. Sekilden de gortldigi gibi agomelatin ilavesi on faz
gecis sicaklik bandini tam olarak kaybetmekle birlikte. Sekil 5 ve Tablo 1’den goriildiigi
gibi agomelatin DSC termograminin bant genisliginde artmaya neden olmus ve faz gegis
sicakligini diisiik degerlere kaydirmistir. Bant genisligindeki bu artma ve faz gecis
sicakligindaki bu diisme lipozomun biiyiikliigiinde ve paketlenmesinde bir degisikligin
oldugunu ve sistemin daha diizensiz hale geldigini gosterir (KORKMAZ ve SEVERCAN,
2005).

1 wimol Ago
% 1mol Ago
1 % 3maol Ago
1 %emol Ago
%12 mol Ago
7 %18 mol Ago

1.
1 % 2dmol Ago J K
i e III::) - \\ —
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E« I
| "
7 | B A R
54 T
= o
g R ———————
h —_— S — — — —
[P}
= TN
25 30 35 40 45 50 55 60
Sicaklik (T °C)

Sekil 5. Degisik konsantrasyonlarda agomelatin igeren ve igermeyen DPPC lipozomlari

DSC termogramu.
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Tablo 1. Degisik konsantrasyonlarda agomelatin iceren ve igermeyen
liposomlarinin faz gegis sicakligi(Tm) ve band genisligi (AT) degerleri.
Ornek Tm (°C) AT (°C)
DPPC 41.84 0.62
DPPC + %1 mol ago. 40.77 2.14
DPPC + %3 mol ago. 40.30 2.52
DPPC + %6 mol ago. 39.26 3.79
DPPC + %12 mol ago. 37.14 4.14
DPPC + %18 mol ago. 34.72 11.25
DPPC + %24 mol ago. 34.68 3.72
4.1.2 Agomelatin- DPPC etkilesimi FTIR ¢calismalari
Calismamizda degisik konsatrasyonlardaki %24 mol arasinda

DPPC

degisen)

agomelatinin DPPC ve SM lipozomlarinin iizerine etkileri sicakliga bagli olarak FTIR

spektroskopisi ile incelenmistir. FTIR spektrumlarinin analizinde CH, antisimetrik gerilme
(~2920 cm™), CH, simetrik gerilme (~2850 cm™), C=0 gerilme (~1735 cm™) ve PO*

antisimetrik c¢ift bag gerilme (~1080 cm™) bantlar1 dikkate alinmustir.
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Sekil 6. Ila¢ katilmamis %0 mol (siyah), %1 mol (mavi), %3 mol (kirmizi), %6 mol
(yesil), % 12 mol (kahverengi), % 18 mol (mor) ve % 24 mol (agik mavi) agomelatin
iceren DPPC lipozomlarinin C-H gerilme bdlgesinin 20 °C’ deki FTIR spektrumu.

(Spektrumlar CH2 asimetrik gerilme bandina gére normalize edilmistir)

CH,, antisimetrik ve simetrik gerilme titresimlerinin frekans degisimi membranin faz gecis
davranig1 ve diizenliligi hakkinda bilgi vermektedir (MANTSCH v.d., 1984; SEVERCAN
v.d, 2000). Dolayisiyla, bu bant frekansindaki degisimler sayesinde farklh
konsantrasyonlardaki agomelatin ilavesi ile frekans degerlerinde kayma ve bant
genisliklerinde degisim gozlenmektedir. Bu konuda daha detayl bilgi edinebilmek i¢in C-
H gerime bantlarinin frekans (maksimum bant pozisyonu) ve bant genisligi membran jel ve
siv1 kristal fazlarina karsilik gelen sicakliklarda okunmus ve hesaplanmistir. Bu bandin
frekans degerleri fosfolipitlerin agil zincirlerinin konformasyonel diizenine baghidir. Bu

degerler sistemdeki ortalama trans/gauche izomerizasyonunu incelemek i¢in kullanilir.

Sekil 7 ve 8 sirastyla degisik agomelatin konsantrasyonlari (% 1 - 24 mol) iceren DPPC
liposomlarinin CH; antisimetrik ve CH, simetrik gerilme modu frekansinin sicakliga bagl
degisimini gostermektedir. Sekil 7°de ~41°C’de goriilen ani artis jel fazdan sivi-kristal faza

gecisin bir gostergesidir. Jel fazdan sivi-kristal faza gecis membrandaki tiim trans
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konformasyonlarinin gauche konformasyonuna degisimi ile gerceklesir (UMEMURA
v.d.,1980; CASAL ve MANTSCH ,1984). Yani saf DPPC liposomunun ana faz gegis
sicakligi (Tm) ~41 °C’dir. Sekilden gortildigi gibi agomelatin DPPC liposomlarinin ana
faz gecis sicakligimi diisiik degerlere kaydirmistir. CH» simetrik titresim frekansinin
sicakliga gore degisimi incelendiginde (Sekil 8) her iki fazda da frekans degerlerini
diisiirdiigii yani lipidleri daha diizenli hale getirdigi anlasgilmistir. CH, asimetrik titresim
frekanslarininin degisimimdede genel olarak benzer sonug¢ bulunmustur. Bununla birlikte
sivi kristal fazda sekillerden izlenen genel davramig, alcak konsantrasyonlarda diizeni
artirma etkisi daha belirginken konsantrasyon 6 mol % den 12 ye ¢ikinca duzeni artirma

etkisinin azaldig1 ve daha yiiksek konsantrasyonlarda bu etkinin diizensizlige dogru

gittigidir.
2923
2922
2921
~~
-
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« 2917

Sicaklik (T °C)

Sekil 7. Tlag uygulanmamis %0 mol (4), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 (T) mol agomelatin igeren DPPC lipozomlarinin CH2 asimetrik

gerilme modu frekansinin sicakliga gore degisimi.
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Sekil 8. flag uygulanmamis %0 mol (), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (X), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 (1) mol agomelatin igeren DPPC lipozomlarinin CH2 simetrik

gerilme modu frekansinin sicakliga gore degisimi.

Sekil 9 ve 10, agomelatin varliginda ve yoklugunda DPPC liposomlarinda CH;
antisimetrik ve simetrik gerilme modu bant genisliginin sicakliga bagl degisimini
gostermektedir. C-H gerilme bandlarmin genisliklerindeki degisiklikler bize sistemin
dinamigi hakkinda bilgi vermektedir. Band genisligindeki artma sistemin dinamiginin
arttigini, azalma ise sistemin dinamiginin azaldigin1 gosterir (TAKAHASHI v.d., 1991;
SEVERCAN v.d., 2000; SEVERCAN v.d., 2005a; KORKMAZ ve SEVERCAN, 2005).
Sekil 9’dan goriildiigii gibi agomelatin ilavesi hem jel fazda hemde sivi-kristal fazda DPPC
liposomlarinin band genisligini artirmaktadir. Bu bize agomelatinin DPPC’nin lipit

dinamigini artirdigini1 gostermektedir.
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Sekil 9. Ilag uygulanmamis %0 mol (¢), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 (1) mol agomelatin igeren DPPC lipozomlarinin CH2 asimetrik

gerilme modu bant genisliginin sicakliga gore degisimi.
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Sekil 10. %: Ila¢ uygulanmamis %0 mol (4), %1 mol (m), %3 mol (A), %6 mol (), %12
mol (*), %18 mol(e) ve % 24 () mol agomelatin igeren DPPC lipozomlarinin CH2

simetrik gerilme modu bant genisliginin sicakliga gore degisimi.
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Sekil 11. ila¢ katilmamis %0 mol (siyah), %1 mol (mavi), %3 mol (kirmiz1), %6 mol
(yesil), % 12 mol (kahverengi), % 18 mol (mor) ve % 24 mol (agik mavi) agomelatin
iceren DPPC lipozomlarmin 1770-1000 cm-1 arasi parmakizi spetrumu.20 °C’ deki FTIR

spektrumu. ( Spektrumlar C=0 gerilme moduna gore normalize edilmistir.)

Agomelatinin fosfolipit gliserol gruplariyla etkilesimini incelemek i¢in C=0O gerilme bant
frekanslar1 analiz edilmistir. Sekil 11°de degisik konsantrasyonlarda agomelatinin varhig
ve yoklugunda DPPC cok katli lipozomlarim 1770-1000 cm™ bélgesi FTIR spektrumu
gosterilmistir. Goriildigi tizere C=0 gerilme modunun 1740 cm™ dalga boyunda yer
almigtir. Bu band lipidin kafa grubuna yakin gliserol kismini izler. Sekil 12’de ise C=0
gerilme modunun sicakliga bagh frekans degisimleri goriilmektedir. Diisiik ila¢ dozlarinda
frekans degerlerinde g0zlenen artis, fosfolipitlerin kafa gruplarmna yakin kisimlarindaki
gliserol iskeletindeki hidrojen bagi yapma kapasitesinin azaldiginin, yiksek dozlarda
gozlenen frekans degerlerindeki azalma ise hidrojen bagi yapma kapasitesinin arttiginin
veya yeni hidrojen baglarinin olustugunun gostergesidir. (TURKER v.d., 2011). Sekilden

goriildiigii lizere agomelatininin diisilk konsantrasyon miktarlarinda titresim frekanslarinda
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daha yuksek degerlere kaymaya neden olmustur. Bu da agomelatinin diisiik dozda
uygulandiginda fosfolipit kafa gruplar1 ¢evresinde gliserol iskeletinde hidrojen bagi yapma
kapasitesini azaltici yonde etki gosterdigini veya yeni hidrojen baglarinin olusumuna
sebebiyet verdigini gostermektedir. Yiiksek konsantrasyon miktarinda uygulandiginda ise
frekans degerlerinde daha diisiikk degerlere kaymaya neden olmustur bu da agomelatinin
yiiksek dozlarinin fosfolipit kafa gruplari c¢evresinde gliserol iskeletinde hidrojen bagi
yapma kapasitesini artirict  yonde etki gostermektedir. Buna dehidrasyon etkisi

denmektedir.
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Sekil 12. ilag uygulanmamis %0 mol (¢), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (x), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 () mol agomelatin igeren DPPC lipozomlarimin C=0 gerilme

modu frekansinin sicaklia gore degisimi.

Sekil 13°daki grafikte ise farkli sicakliklarda elde edilmis, agomelatin konsantrasyonuna
bagh PO? antisimetrik bant frekans degerleri goriilmektedir. PO? bandi fosfolipidlerin
kafa grubu ile ilgili hidrasyonundaki degisiklikler hakkinda bilgi verir (MENDELSOHN
ve MANTSCH 1986). Bu bandin frekansindaki azalma liposomlarin kafa gruplarinin
birbirleri ile agomelatin ya da ¢evredeki su molekiilleri ile hidrojen baglanmasi yaptigini
gosterir (SEVERCAN v.d., 2005). Sekil 10’dan goriildiigii gibi her ti¢ fazda agomelatin
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ilavesi frekansta azalmaya sebep olmustur. Bu bize agomelatin ilavesinin hidrojen

baglanmasini arttirdigini gosterir.
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Sekil 13. ilag uygulanmamis %0 mol (#), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (x), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 () mol agomelatin igeren DPPC lipozomlarinin PO2-

antisimetrik gerilme modu frekansinin sicakliga gore degisimi.

32



4.2. Agomelatin’ in SM model membrani iizerine etkileri

4.2.1. Agomelatin-Spingomiyelin etkilesimi DSC ¢alismalar:

Sekil 14, degisik konsantrasyonlarda agomelatin iceren ve icermeyen spingomiyelin (SM)
liposomlarina ait DSC termogramlarin1 gostermektedir. Sekilden de goriildiigii gibi SM
liposomlarinin ana faz gegis sicakligr 37.44 °C’dir.(CHIU v.d.,2009). Saf SM membran
icin elde dilen DSC termogrami litaratiirle uyum igindedir (CHIU v.d.,2009) bu
termogramda on faz gegisi goriilmemektedir. SM deki asimetrik acil zincir nedeniyle
DPPC ye gore daha genis bir termogram elde edilmektedir. Sekil 18 ve Tablo 2’den
goriildiigi Uzere, agomelatin konsantrasyonu artikgca SM liposomlarinin band genisligi
artmakta ve faz gecis sicakligi hafifce ylksek degerlere dogru kaymaktadir. Bu bize
agomelatinin, konsantrasyon artisina bagli olarak, az da olsa sistemi daha diizensiz hale

getirdigini gostermektedir.
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Sekil 14. Degisik konsantrasyonlarda agomelatin iceren ve icermeyen SM lipozomlari

DSC termogrami.
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Tablo 2. Degisik konsantrasyonlarda agomelatin igeren ve icermeyen SM lipozomlarinin

faz gecis sicakligi(Tm) ve band genisligi (AT) degerleri.

Ornek Tm (°C) AT (°C)
SM 37.44 10.42
SM + %1 mol ago. 41.39 10.17
SM + %3 mol ago. 39.69 14.44
SM + %6 mol ago. 39.32 14.04
SM + %12 mol ago. 39.14 11.46
SM + %18 mol ago. 38.46 2.64
SM + %24 mol ago. 38.99 9.60
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4.2.2 Agomelatin- SM etkilesimi FTIR ¢alismalari
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Sekil 15. ila¢ katilmamis %0 mol (siyah), %1 mol (mavi), %3 mol (kirmiz1), %6 mol
(yesil), % 12 mol (kahverengi), % 18 mol (mor) ve % 24 mol (agik mavi) agomelatin
iceren SM lipozomlarinin C-H gerilme bolgesinin 20 °C’ deki FTIR spektrumu.

(Spektrumlar CH2 asimetrik gerilme bandina gére normalize edilmistir)

Sekil 16 ve 17 sirasiyla degisik agomelatin konsantrasyonlar1 (% 1 - 24 mol) iceren SM
lipozomlarinin CH; antisimetrik ve CH; simetrik gerilme modu frekansinin sicakliga bagh
degisimini gostermektedir. Saf SM lipozomunun ana faz gegis sicakligi (Tm) ~37.5 °C’dir.
Sekilden goriildiigii gibi agomelatin SM lipozomlarinin ana faz gegis sicakligini yiiksek
degerlere kaydirmistir. Jel faza karsilik gelen sicakliklarda (<Tm), agomelatin ilavesi CH,
simetrik ve antisimetrik bandmin frekans degerlerinde diisiise neden olmustur, ki bu
davranig agomelatinin jel fazda lipid diizenini artirdigini gosterir. Sivi kristal fazda ise

konsantrasyona bagl farkli etki goriillmektedir. Agomelatin diisiik konsantrasyonlarda (1-3
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mol%) frekans degerlerinde artirip sistemi daha diizensiz ~ yaparken daha yiksek

konsantrasyonlarda membranin diizenini artirmaktadir.
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Sekil 16. ilag uygulanmamis %0 mol (#), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (x), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 () mol agomelatin iceren SM lipozomlarinin CH2 asimetrik

gerilme modu frekansinin sicakliga gore degisimi.
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Sekil 17. ila¢ uygulanmamis %0 mol (¢), %1 mol (m), %3 mol (A), %6 mol (x), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 () mol agomelatin iceren SM lipozomlarinin CH2 simetrik

gerilme modu frekansinin sicakliga gore degisimi.
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Sekil 18 ve 19, agomelatin varliginda ve yoklugunda SM lipozomlarinda CH, antisimetrik
ve simetrik gerilme modu bant genisliginin sicakliga bagli degisimini gostermektedir. Sekil
19’dan goriildiigii gibi agomelatin ilavesi hem jel fazda hem de sivi-kristal fazda SM
lipozomlarinin  diisiik dozlarda bant genisligini azaltirken yiiksek dozlarda band
genigliginin  artmasina neden olmaktadir. Bu bize agomelatinin SM’in lipit dinamigini

diisiik dozlarda azalttigini, yiksek dozlarda ise artirdigini gostermektedir.
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Sekil 18. ila¢ uygulanmamis %0 mol (¢), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (x), %12 mol
(*), %18 mol(e®) ve % 24 (1) mol agomelatin iceren SM lipozomlarinin CH2 antisimetrik

gerilme modu bant genisliginin sicakliga gore degisimi.
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Sekil 19. ilag uygulanmamis %0 mol (¢), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (x), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 (1) mol agomelatin iceren SM lipozomlarinin CH2 simetrik

gerilme modu bant genisliginin sicakliga gore degisimi.
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Sekil 20. ila¢ katilmamis %0 mol (siyah), %1 mol (mavi), %3 mol (kirmiz1), %6 mol
(yesil), % 12 mol (kahverengi), % 18 mol (mor) ve % 24 mol (agik mavi) agomelatin
iceren SM lipozomlarinin 1770-1000 cm-1 aras1 20 °C’ deki parmakizi FTIR spektrumu.

(Spektrumlar CH2 asimetrik gerilme moduna gore normalize edilmistir.)

Sekil 20°de degisik konsantrasyonlarda agomelatin varligi ve yoklugunda SM ¢ok kath
lipozomlarinin 1770-1000 cm-1 bolgesi FTIR spektrumu gosterilmistir. Goriildigi tizere
spektrumlarda 1740 cm-1 dalga boyunda go6zlenen C=0O gerilme modu bulunmamaktadir
ve bu bulgumuz litaratirle uyum icindedir (DREISSIG v.d.,2009). Bunun nedeni sekil 2°de
de goriildiigii gibi SM’in seramid kafa grubunun agil zincirler ile birlestigi bolgede bir adet
C=0 grubunun bulunmas1 ve ¢ok biiyiik olan seramid kafa grubunun C=0O molekiiliinii

kapatmasidir.
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Sekil 21. ila¢ uygulanmamis %0 mol (¢), %1 mol (m), %3 mol (A ), %6 mol (x), %12 mol
(*), %18 mol(e) ve % 24 (f) mol agomelatin iceren SM lipozomlarmin PO2-

antisimetrik gerilme modu frekansinin sicakliga gore degisimi.

Sekil 21°deki grafikte ise farkli sicakliklarda elde edilmis, agomelatin konsantrasyonuna
bagli PO* antisimetrik bant frekans degerleri goriilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi
butiin fazlarda agomelatin ilavesi frekansta yuksek konsantrasyonlarda azalmaya sebep
olurken diisiik konsantrasyonlarda frekans degerlerini artirmistir. Bu bize agomelatin
ilavesinin  hidrojen baglanmasim1  diistik konsantrasyonlarda azaltirken ylksek

konsantrasyonlarda artirdigini gosterir.
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5.Kemometrik Analizler

Spektrumlara, 6zel bir analiz programi yardimi ile cluster analizi uygulanmistir, bu analiz
uygulanirken spektral farkliliklar baz alinarak gruplar arasinda ayrim elde edilmistir.
Cluster analizi gruplar arasindaki heterojenlik ile ilgili bilgi vermektedir, gruplar arasi

heterojenlik arttikca analiz edilen gruplar arasindaki farklilikda artmaktadir.
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Sekil 22. %1 mol, %3 mol, %6 mol, % 12 mol, % 18 mol ve % 24 mol agomelatin iceren
ve ilag katilmamig DPPC lipozomlarinin C-H gerilme bolgesinin sivi kristal faza denk
gelen sicakliklardaki FTIR spektrumlarinin cluster analizi. (spektrumlarin ikilcil tiirevleri

tizerine ward algoritmas1 uygulanmistir)

Sekil 22°de%1-24 mol agomelatin igeren ve ila¢ katilmamig DPPC lipozomlarinin C-H
gerilme bolgesinin siv1 kristal faza denk gelen sicakliklardaki FTIR spektrumlarinin cluster

analizi goriilmektedir. Gorildiigii lizere en yiliksek heterojenlik ilag eklenmemis saf

membranlarda gorilmiistiir.
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Sekil 23’de ise %1-24 mol agomelatin igeren ve ila¢ katilmamis SM lipozomlarinin C-H
gerilme bolgesinin siv1 kristal faza denk gelen sicakliklardaki FTIR spektrumlarinin cluster
analizi gorilmektedir. Burada da en yiksek heterojelik ilag eklenmemis saf membralarda

gorilmistir.

Cluster analizi sonucunda ila¢ eklenmemis saf membranlar ile ila¢ eklenmis membranlar

basaril1 bir sekilde ayrilmiglardir.

Heterojenlik

Sekil 23. %1 mol, %3 mol, %6 mol, % 12 mol, % 18 mol ve % 24 mol agomelatin iceren
ve ila¢ katilmamig SM lipozomlarinin C-H gerilme bdélgesinin sivi kristal faza denk gelen
sicakliklardaki FTIR spektrumlarinin cluster analizi. (spektrumlarin ikilcil tiirevleri lizerine

ward algoritmasi uygulanmistir)
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6. Sonug

Daha dnceki ¢aligmalarda agomelatin’in, salinim seviyelerindeki degisim ile depresyonun
olusmasinda 6nemli rol oynayan norotransmiterlerden Melatonin’e ait reseptoriin MT1 ve
MT2 konumlarinda agonisti (RODRIGUEZ v.d., 2007; MILLAN v.d., 2003; VAN
REETH v.d., 2001; CONWAY v.d., 2000; YING v.d.,, 1996; YOUS v.d., 1992) ve
Serotonin’e ait 5-HT2C alt grubu reseptorinde ise antagonist oldugu gorilmistir
(ARENDT ve RAJARATNAM, 2008; CHAGRAOUI v.d., 2003; MILLAN v.d., 2003,
CUSSAC v.d., 2002).

Agomelatin’in, diger psikiyatrik ilaglara gore ¢ok az oranda yan etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir. Diger psikiyatrik ilaglarla kiyaslandiginda, yan etkilerinin asgari diizeyde
olmasi ile birlikte bagimlilik yapici etkilerinin bulunmamasi, ila¢ birakma konusunda
hastanin sikinti ¢ekmemesi ve etkilesim iginde bulundugu reseptorlerin disinda baska
reseptorlere baglanmadigi onerilmistir (GOODWIN v.d., 2007; KASPER v.d., 2010;
STAHL wv.d.,, 2010). Fakat bu c¢alismamizda agomelatinin DPPC ve SM model

membranlari ile etkilesime girdigi ortaya ¢ikmuigtir.

DPPC model membranint inceledigimizde agomelatin lipozomun biyiikliigiinde ve
paketlenmesinde bir degisiklige neden oldugu ve sistemi daha duzensiz hale getirdigi
gozlenmistir. Bununla birlikte siv1 kristal fazda sekillerden izlenen genel davranis, alcak
konsantrasyonlarda diizeni artirma etkisi daha belirginken konsantrasyon 6 mol % den 12
mol % ve flzerine c¢ikinca duzeni artirma etkisinin azaldigt ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda bu etkinin diizensizlige dogru gittigidir. Agomelatin ilavesi hem jel
fazda hemde sivi-kristal fazda DPPC liposomlarinin band genisligini artirmaktadir. Bu bize
agomelatinin DPPC’nin lipit dinamigini artirdigin1  gostermektedir. Agomelatinin
fospolipitlerin agil zincirleriyle etkilesmesinin yani sira gliserol iskeletinde de degisimlere
yol agmistir. Agomelatin diisiik dozda uygulandiginda fosfolipit kafa gruplar1 ¢evresinde
gliserol iskeletinde hidrojen bagi yapma kapasitesini azaltict yonde etki gostermistir.
Yiksek konsantrasyon miktarinda uygulandiginda ise fosfolipit kafa gruplar1 ¢evresinde
gliserol iskeletinde hidrojen bagi yapma kapasitesini artirict yonde etki gostermektedir.
Ayrica agomelatin ilavesi fosfolipitlerin kafa gruplarinda hidrojen baglanmasini artirdigin

gorilmistir.
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SM membranlarda ise agomelatin, jel fazda lipid diizenini artirmaktadir. Siv1 kristal fazda
ise konsantrasyona bagl farkli etki goriilmektedir. Agomelatin diisik konsantrasyonlarda
(1-3 mol%) frekans degerlerinde artirtp sistemi daha diizensiz yaparken daha yiiksek
konsantrasyonlarda membranin diizenini artirmaktadir. Ayrica agomelatin SM’in lipit
dinamigini diisik dozlarda 1-3 mol%) azalttigini, yiiksek dozlarda ise artirmaktadir. Son
olarak agomelatin ilavesi SM kafa gruplarinda hidrasyonu diisiikk konsantrasyonlarda

azaltirken ylksek konsantrasyonlarda artirdigi goriilmiistiir.

DSC ve FTIR calismalar1 sonucunda ilacin membran i¢inde konumu tahmin etmek
mumkiindiir. DSC termogramlarindailag ilavesi ile meydana gelen genisleme ve FTIR faz
egrisinde  genigsleme goriilmemesi, ilacin C,-Cg bOlgesinde degil, membranin daha

derinlerinde yer aldigim1 gostermektedir (YEAGLE, 2005).

Membran bilesenlerin yapisindaki degisimler 6rnegin lipit diizen ve dinamigindeki
farklilagmalar glinimiizde iyon kanal akimlari fonksiyonlarindaki degisimler ile
iliskilendirilmektedir (GARIP v.d., 2010; OZEK v.d., 2010; AWAYDA v.d., 2004; LEE,
2003). Bu degisimler ile gesitli hastaliklar arasinda yakin iligski oldugu diisliniildiigiinden,
bahsedilen parametrelerde meydana gelen degisimlerin saptanmasi bu hastaliklarin tedavi

edilmesi agisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir (ADIBHATLA and HATCHER, 2007).

Ayrica bu ¢aligmada agomelatinin membranlarda konsantrasyona bagl farkli etki yaptig
gorilmistiir. Benzer etki baska ilaglarla 6rnegin vitamin D2 nin ve antikanser ilac1 olan
tamoksifenin  membranlarla etkilesmesinde de gorilmustir (KAZANCI v.d.,2001,
SEVERCAN v.d., 2000 ) . Agomelatinde de gorilen bu konsantrasyona bagli bu etkinin
daha ayrintili olarak saptanmasi gerekmektedir. Bu nedenle ileriki caligmalarda ilag
konsantrasyonunun 2 mol % araliklarla degistirerek, konsantrasyona bagli etkinin hassas

olarak saptanmasi ilacin etkin kullanimui igin ¢ok gereklidir.

Sonu¢ olarak bu proje calismasi  depresyon tedavisinde ve uyku duzensizligi
hastaliklarinin tedavisinde biiyiik umut vaad eden agomelatin adli ila¢ etkin maddesinin
beyin membraninda yiliksek oranda bulunan DPPC ile Spingomiyelinden elde edilmis
model membranlarla etkilesmesini molekiiler diizeyde yapisal (lipid faz gegisi, lipid
diizeni, hidrojen baglanmasinin seviyesi) ve fonksiyonel (lipid dinamigi) olarak
incelemektedir. Bu ¢alismalarin beyin membraninda bulunan diger lipidlerden ve tiim bu
lipidlerin ikili karisimindan olusan membranlarla devam etmesi gerekmektedir. Daha

sonraki agamada bu ikili lipid karisimlarina proteinleri temsilen model olarak kullanilan
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kiiciik kanal yapict peptitler katilabilir.Bu g¢aligmalar sonuglandiginda ilacin biyolojik
beyin membrani ile etkilesmesini ve boylece ilacin etki mekanizmasini daha iyi anlamak

mumkun olacaktir.
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