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ANTIEPILEPTIK ILAC LAKOSAMIDIN
DIPALMITOILFOSFATIDILKOLIN LIPIDLERI ILE ETKILESMESINDE
KOLESTEROLUN  ETKISININ  BiYOFIZIKSEL YONTEMLERLE
INCELENMESI

OZET

Lakosamid (LCM) noronal zar stabilizasyonunu saglayarak epilepsi ndbetlerini
baskilamada  kullanilir. Merkezi sinir sistemindeki aktivasyonunu
gergeklestirebilmesi icin zar lipidleriyle etkilesmesi onun etkinligini direkt olarak
etkiler. Fakat LCM’nin zar lipidleriyle etkilesmesinin incelendigi bir arastirma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) lipozomlar1 ile
LCM etkilesmesine kolesterolim (KOL) etkisi incelendi. Bu amagla farkli
konsantrasyonlardaki (%1,10,20 mol) LCM’nin KOL varliginda ve yoklugunda
DPPC ana faz gecis sicakligi (Tm) ve entalpi (AH) degerleri iizerindeki etkileri
Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) ile, ~2920 cm™' CH, asimetrik, ~2870
CH; simetrik, ~1735 cm™ C=O simetrik ve ~1230 cm “deki PO, asimetrik
bantlarinin frekans degerlerine etkileriyse Fourier Dontisimii Kizilotesi (FT-IR)
spektroskopisiyle incelendi.

Verilere gore DPPC lipozomlarina sadece LCM ve % 1 mol KOL eklemesi Tm
degerini yiiksek; %10 mol KOL eklemesi, diisiik sicakliga kaydirdi. Ayrica %1 ve
%10 mol KOL eklemesi sirastyla AH degerini azaltti. Tm artma ve AH’deki azalma
LCM’nin KOL ile lipidlerin agil zincirleri arasinda konumlandig1 anlamina gelir. FT-
IR bulgularina gore, jel ve sivi kristal fazda LCM eklenmesiyle CH, asimetrik
frekans ve bant genisligindeki azalma sistemin rijit hale geldigini gostermektedir.
Ayrica C=0 ve PO,” modlarindaki LCM eklenmesiyle frekanstaki azalma (C=0 jel
faz hari¢), LCM’nin gliserol iskeleti ve fosfat kafa gruplari veya etrafindaki su
molekiilleriyle hidrojen baglandigi bulgusunu verirken KOL’un neden oldugu bu
frekanslardaki artma baglanmalarin tekrar azaldigini belirtmektedir.

Elde edilen sonuglar LCM’nin ger¢ek membran sistemlerinde ne tarz etkilesime
girdigiyle ilgili bilgiler sunmakla birlikte daha etkin ilag gelistirme caligmalarina
katk1 saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Dipalmitoilfosfatidilkolin, Kolesterol, Lakosamid.
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THE INVESTIGATION OF CHOLESTEROL EFFECT ON THE
INTERACTION OF ANTIEPILEPTIC AGENT LACOSAMIDE WITH
DIPALMITOYLPHOSPHATIDYLCHOLINE LIPIDS BY BIOPHYSICAL
TECHNIQUES

ABSTRACT

Lacosamide (LCM)  suppressed epilepsy seizures over neuronal membrane
stabilization. Its interaction with lipids directly affects its activity in central nervous
system. However, there is no study on this subject. In this study, the interaction of
LCM with dipalmitoylphosphatydylcholin (DPPC) lipids in presence and absence of
cholesterol (KOL) was investigated. For this purpose, the effects of LCM at
different concentrations (1, 10, 20 mol%) on main transition temperature (Tm) and
enthalpy (AH) values were measured by Differential Scanning Calorimetry. The
frequency values of CH, asymmetric (~ 2920 cm™), CH3 symmetric (~2870 cm™), C
= O symmetric (~1735 ¢cm™) and PO, asymmetric (~1230 cm™) bands were
examined by Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy.

Tm of DPPC was lower with only LCM and 1 mol% KOL but higher with 10 mol%
KOL. Both 1% and 10% moles of KOL decreased the AH value. The changes in Tm
and AH means that both LCM and KOL are located acyl chains of lipids. FT-IR
findings revealed that, LCM led to a decrement in CH, asymmetric frequency and
bandwidth in gel and liquid phase, which may suggest rigid system. Furthermore, the
decrease in frequencyof C= O (except C = O gel phase) and PO, may indicate
binding of LCM with the glycerol and phosphate groups. The reduction in these
parameters with KOL may reveal its decreasing effect on hydrogen bonding.

The results provide information about how LCM interacts in real membrane systems,
indeed may contribute to more effective drug development studies.

Keywords: Dipalmitoylphosphatidylcholine, Cholesterol, Lacosamide.
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GIRIS

Epilepsi, beyindeki anormal asir1 veya senkronize ndronal aktiviteden kaynaklanan
belirti ve/veya semptomlarin gegici durumu olarak tanimlanan epileptik nobetin, en
az bir defa gerceklestigi durumlardir. Nobet olusumuna neden olan bu ndronal
aktivitedeki bozukluk ise merkezi sinir sistemindeki (MSS) hiicrelerin fonksiyonu
tizerindeki etkiyi ifade etmektedir. Eski zamanlardan beri bilinen epilepsinin
giinlimiizde hala tam bir tedavisi bulunmamaktadir. Epilepsiye tedavi yaklasimlar
ancak nobetleri baskilayici nitelikte olmaktadir. Suanda nébetleri baskilamada
kullanilan en yaygin ve en etkili yaklasim ise antiepileptik ilaglardir (AEI). Uretilen
AEI’ler MSS’deki hiicrelerin zarlarindaki lipid ya da proteinlerle direkt baglanti
kurmaktadir. Zaten hiicrelerde etkinlik gosterebilmesi i¢in MSS’ndeki hedef
hiicrelerin zarlariyla etkilesime girmesi mecburidir. Dolayisiyla tedavi amacli
kullanilacak ilaclarin hiicre zarlartyla iletisimini incelemek, ila¢ etkinligini arttirmak
ve molekiiler mekanizmasini agiklamak agisindan biiyilk onem tagimaktadir. Fakat
biyolojik zarlar iizerinde bu incelemeler oldukc¢a zordur. Ciinkii biyolojik zarlarin
yapisal igerigi olduk¢a karmasiktir. Bu nedenle ilaglarin ve diger bilesenlerin
lipidlerin tizerindeki etkilerini anlamak i¢in igerigi kontrol edilebilen model zarlarla
caligmalar yapilmaktadir. Model zarlar iizerinde bu ¢alismalar1 gergeklestirmek
yaygin bir yaklagimdir (Kirkogoglu ve Tiirker-Kaya, 2019, Shestivska ve dig., 2018,
Liossi ve dig., 2017, Losada-Pérez ve dig., 2015, Altunayar ve dig., 2015).

Diisiik protein baglanmast ve viicuttaki dagilim seviyesi géz Oniine alindiginda
LCM’nin zar lipidlerine baglanmasi1 gerekir. Bu sebeple biz de g¢alismamizda,
LCM’nin DPPC lipidleri ile olusturulmus yapay zarlarla etkilesmesini arastirdik.
Ilaveten ¢alismamizda MSS’ndeki noronal hiicre zarlarinda bolca bulunan ve
hiicrelerin zarlariin faz gecislerini etkileyen kolesterol (KOL) molekiiliiniin de
LCM-DPPC etkilesmesi lizerine etkisini inceledik. Bunun i¢in KOL varliginda ve
yoklugunda LCM’nin farkli konsantrasyonlardaki (%1, 10, 20 mol) DPPC

lipozomlarindaki termotropik 6zellikleri (Tm ve AH) iizerindeki etkilerini inceledik.



Ayrica KOL varliginda ve yoklugunda LCM (%20mol) iceren DPPC’nin hidrofilik
ve hidrofobik bdlgeleri arasindaki molekiiler baglanmalarinin detaylar1 hakkinda
bilgiler elde ettik. Lipidlerin bu tarz biyofiziksel 6zelliklerini inceleme avantajlar
nedeniyle Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) ve Fourier Doniisiimii Kizil6tesi
(FT-IR) spektroskopisi kullanildi. DSC, termotropik parametreler hakkinda bilgi
verirken (Tm ve AH); FT-IR spektroskopisi lipidlerin agil zincirlerinin metilen ve
metil gruplarinin (CH; ve CHjs) titresimleri, karbonil gruplarimin (C=0) ve fosfat
gruplarinin (POy) titresimlerinin gézlenmesiyle lipid dinamikleri (akiskanlik), agil

zincir esnekligi (diizeni) ve onlarin hidrasyon durumu hakkinda veri sunar.

Bu veriler dogrultusunda LCM’nin DPPC lipozomlar1 i¢inde olabilecek konumu, bu
zar lipidleriyle ne tarz etkilesime girdigi ve KOL’lin bu konum ve etkilesim
tizerindeki etkisine dair bilgiler edinildi. Elde ettigimiz bilgiler LCM’nin etki
mekanizmasinin agikliga kavusturulmasi, biyoyararliligimin arttirmasi ve sonradan

gelistirilecek ilaglarin  daha etkin olabilmesi i¢in Onem arz etmektedir.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Epilepsi nedir?

Epilepsi, beyindeki anormal asir1 veya senkronize ndronal aktiviteden kaynaklanan
belirti ve/veya semptomlarin gegici durumu olarak tanimlanan nébetin, en az bir defa
gerceklesmesi durumu ile ortaya ¢gikan semptomlara bagli bir hastaliktir (Fisher ve
dig., 2018, Fisher ve dig., 2005). Epileptik beyinler patolojik ve tekrarlayan
nobetlerin olmasma devamli egilim gosterirler (Fisher ve dig., 2014). Bu nedenle
tedavi Oncesi hastanin ndbet tipi, epilepsi tipi ve epilepsi sendromu belirlenir.
Epilepsi tekil bir hastalik degil, beyinde bircok farkli nedenden kaynaklanabilecek
fonksiyon diizensizliklerini yansitan gesitli bozukluklardir (Fisher ve dig., 2005).
Epilepsi yapisal, genetik, enfeksiyon, metabolik, immiin ve bilinmeyen nedenlerden
kaynaklanmaktadir. Epilepsiye entelektiiel yetersizlik, otizm spektrum bozukluklari,
depresyon, psikososyal kaygilar, serebral felg, hareket ve uyku bozukluklari, skolyoz
gibi 6grenme, cinsel, psikoloji ve hiperaktivite gibi davranis ile ilgili bozukluklar da
eslik etmektedir (Svalheim ve dig. 2015, Lin ve dig., 2012, Parisi ve dig., 2010).
Epilepsili kisilerde erken Oliim riski yliksektir ve bunun altinda yatan nedenlerin
cogunun bedensel komorbiditelerle ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Yuen A. ve dig.,
2018). Buna bagli olarak tedavi oncesi teshis asamasinda epilepsili her hasta i¢in
komorbidite varlig1r gz oniinde bulundurulmasi énemlidir (Scheffer ve dig., 2017).
Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) verilerine gére diinya ¢apinda yaklasik 70 milyon
insan epilepsi ile yasamakta ve kiiresel olarak her yil tahmini 2.4 milyon insana
epilepsi teshisi konmaktadir. Buna karsin epilepsi teshisi konmus hastalar igin
giiniimiizde kesin ¢6ziim veren tedavi yontemi bulunmamaktadir (McCorry ve dig.,

2004).
1.1.1. Epilepsi tedavisine yonelik yaklasimlar

Epilepsi tedavisinde en onemli basamak epilepsi tanist koymaktir ve bu asamada

hastanin hikayesi (ndbet Oncesi, sirast ve sonrasi) bliyiilk 6nem tasir. Epilepside en



stk kullanilan tani araglar1 Elektroensefelografi, Beyin Tomografisi veya Magnetik

Rezonans’dir.

Nobet tedavisinde transkraniyal manyetik stimiilasyon ve transkraniyal dogru akim
stimiilasyonu gibi beyin stimiilasyonlar1 epileptik uyarilabilirligi azaltmak igin
kullanilan yontemlerdendir (Nitsche ve Paulus 2009). Meiron ve arkadaslarinin son
donemde yaptiklar1 calismada da beyin sinirlerinin uyarilmasiyla yapilan bu tedavi
¢esidiyle hala biiyiik oranda nobetlerin baskilandigi gosterilmektedir (Merion ve dig.
2019). Bunun yami sira vagus siniri stimiilasyonu da yine epileptik nobetlerin
baskilanmasi i¢in kullanilan farkli bir beyin uyarim teknigidir. Bu yontemde kalp
piline benzer otomatik c¢alisan bir pil ile beynin vagus siniri aracilifiyla beyne
elektrik akimi gonderilir. (Gonzalez ve dig. 2019). Hastalarin yasam kalitesini

arttiran bu yontem yine kesin bir tedavi sunmamaktadir.

Nobet baskilayict bir tedavi yontemi de ketojonik diyet, modifiye edilmis Atkins
diyeti gibi lezzetlendirilmis diyetlerdir. Yag orani ¢ok yiiksek karbonhidrat orani
diisiik olan bu diyetler ilaglarla tedaviye devam etmesine ragmen nobet gegirmeye
devam eden ¢ocuklar i¢in kullanilmaktadir. Bu diyet tipleri infantil spazmlar, siddetli
miyoklonik epilepsi, tiiberoz skleroz kompleksi, refraktor epileptikuslu ¢ocuklarda
nobet azaltict olumlu etki olusturmasina ragmen hastalarda kisa vadede
gastrointestinal, uzun vadede kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden olmaktadir

(Martin ve dig. 2016, Reimers ve Brodtkorb 2012).

Epilepsi tanist konmus hastalarda bu yontemlere karsin oOncelikli olarak ilagla
tedavinin gerek olup olmadigina bakilarak kisiye 6zgii ilag tedavisi uygulanir. En
uygun antiepileptik ilag (AEI) secimi i¢in ndbet(ler)in tipleri, epileptik sendromun ne
oldugu, dogal seyri ve prognozu; AEI(ler)’in dzellikleri, potansiyal farmokokinetik
etkilesimleri, olas1 advers olaylarin profili (Kwan ve Brodie 2001); hastanin bireysel
Ozellikleri (Santulli ve dig., 2016) gibi bir¢ok parametre dikkate alinmasi
belirtilmektedir. Yanlis ilag tedavisi hastay1 daha zor siireglere siiriikleyebilecegi i¢in

ilag se¢imi ve etkinligi olduk¢a 6nemlidir.

Ozellikle ilaca direngli epilepsili hastalarda AEI epilepsi prevalansini azaltamazlar
veya bazilarinda epilepsi gelisimini onleyemezler. Bu nedenle AEI’lerin

gelistirilmesi daha etkin hale gelmelidir. Hatta risk altindaki hastalarda ilk nobet
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Oncesi epilepsiyi Onleyen antiepileptojenik ajanlara ihtiya¢ vardir (Schmidt ve
Schachter 2014). Bu c¢alismamizda ila¢ etkinliklerini arttirmaya yonelik ilag
konfiigirasyonlarinda olas1 degisimlere katki saglayacak molekiiler diizeyde

arastirma yapilmistir.
1.1.2. Antiepileptik fla¢ (AET) nedir?

Epileptik ndbetlerin baskilanmasi igin kullanilan ilaglara AEI denir. Epilepsinin
semptomatik tedavisi (tedavi etmeden hastalik belirti ve bulgularini azaltma ya da
ortadan kaldirma) amaciyla kullanilan AEI’ler motor uyarilabilirligini etkilemeden
nobet esnasinda biling esigini arttirmalidir. Terapdtik (etkili) dozlarda sedatif ve ya
hipnotik (merkezi sinir sistemini yavaslatict veya uyutucu) olmamalidir (Mula ve
Sander 2007, Ortinski ve Meador 2004), kronik (sabit) dozlarda bile bu etki

gbzlenmemelidir.

AEl’lar epilepsi igin ilk tercih edilen tedavi olup, epilepsili hastalarm yaklasik
%60’ nobet kontroliinii etkili bir sekilde gerceklestirilmesini saglar. Uyarici
mekanizmalar1 bloke etme ya da inhibe edici olanlarin etkinligini arttirmaya yonelik
cok cesitte AEI iiretilmistir (Wang ve Chen 2019). AEI uygulanmasi 20. yiizyilin son
ceyregine kadar monoterapi seklinde tek ilagla tedavi seklinde yiiriitiiliirken
etkinliklerinin yeterli olmamasi sonucu daha sonralar1 iki ya da daha fazla ilagla
politerapi seklinde uygulanmaya baslanmistir (Santulli ve ark. 2016, Abou-Khalil B.
2008).

AED’ler iiretimlerinin gergeklestirildigi yil araliklarma gore birinci, ikinci ve {i¢iincii
jenerasyon olarak {ic gruba ayrilir. Birinci jenerasyon AEQ’ler 1857-1980, ikinci
jenerasyon AEI’ler 1980-2000, iigiincii jenerasyon AEI’ler 2000-giiniimiiz tarihleri
arasinda tretilen ilaglar1 temsil etmektedir (Singh ve Verma 2019, Loscher ve
Schmidt 2011).

AEl’ler MSS’deki néronlarin uyarict  sinapslarmin, durdurucu sinapslarinin,
ekstrasinaptik zarmin ya da talamus korteksindeki devreler lizerinde etkinliklerini
gostermektedirler (Kobayashi ve dig. 2019). Lamotrigin (LTG), Gabapentin (GBP),
Fenobarbital (PB), Levetirasetam (LEV), Valproik asit (VPA), Lakosamid (LCM)
gibi giiniimiizde yaklasik 30 AEI kullanilmaktadur.



1.1.3. Lakosamid

Lakosamid (LCM), acetamido-N-benzyl-3-methoxypropionamide formiiliine sahip
fonsiyonellestirilmis aminoasittir. Lipofilik olmasina izin vere amfilik 6zelliklere
sahip d-serin analogudur (Cawello ve dig., 2014). C1,H16N203 kimyasal formiiliine,
236,271 g/mol molekiiler agirligma sahip iiciincii jenerasyon AEI’dir. Topolojik
kutupsal yiizey alan1 67.4 A2’dir. Amerikan Gida ve ilag Idaresi tarafindan (FDA)
2007 yilinda onaylanmistir. Oral uygulamadan sonra bagirsaklarda tamamen absorbe
edilir ve yar1 6mrii 12-13 saattir (Chung ve dig. 2010, Doty ve dig., 2007). Plazma
proteinlerine  <%15 oraninda baglanir ve diger AEIl’lere gore plazma
konsantrasyonlarda biiyiik degisikliklere neden olmaz (Cawello W. 2015, Bialer ve
dig., 2007).

Sekil 1.1. Lakosamid'in 2 boyutlu ve 3 boyutlu gosterimi

Ozellikle yash bireylerde olmak iizere genellikle monoterapi seklinde tercih edilir
(Kalilani ve dig., 2017). Ug dakika kadar siirebilen, siddetli agr1 ve distoni eslik eden
lokalize kas spazmlar1 seklindeki paroksismal tonik spazmlarin meydana geldigi
hastaliklarda da kullanilabilirligi rapor edilmistir (Baheerathan ve dig. , 2017) . Bu
aragtirmalar LCM’in, MSS’ni etkileyerek ortaya ¢ikan, yasam kalitesini onemli
Olclide distirebilen ve giinliilk yasam aktivitelerini smirlayabilen ve iyilesme
siirecinde siddetli niiksetmelere yol acabilen paroksismal tonik spazmlar {izerine de
iyilestirici etkisi oldugunu ortaya koymustur. Lacman ve arkadaslarinin (2016)
yaptig1 bir ¢alismada LCM’nin 33 refrakter parsiyel epilepsili hastalarda yardimci
tedavi olarak nobetleri baskilamada oOnemli Olglide etkili oldugu gosterilmistir
(Lancman ve dig., 2016). Ayrica LCM, olumsuz bilissel 6zelliklere neden olmadigi
gibi biligsel gii¢lendirici etki yaratiyor gibi goriinmektedir (Verrotti ve dig. , 2018,
Moavero ve dig. 2017, Helmstaedter ve Witt 2013).



LCM temelde voltaj-kapili sodyum kanallarinin inaktivasyonunu arttirarak ndronal
membran stabilizasyonunu sagladigi i¢in epilepsi ndbetlerini baskilamada kullanilir
(Neal ve dig. 2018, Chung ve dig. , 2010, Luszczki 2009). Antikonviilzan etkilere ek
olarak iskemi ve hipoksinin neden oldugu néron hasarma karsi noéroprotektif

etkilerinin de oldugu gosterilmistir (Beyreuther ve dig. 2007, Stohr ve dig. 2006).

Ayrica LCM ile ilgili en sik bildirilen advers olaylar; diplopi, bas donmesi, bulanti
ve bas agrilaridir (Rosenfeld ve dig., 2014, Husain ve dig., 2012, Halasz ve dig.,
2009, Perucca ve dig., 2007). Buna karsin bazi ¢alismalar yan etkilerinin LTG, GPB,
LEV gibi diger AEI’lerden daha diisiik seviyede oldugunu gostermektedir (Liguori
ve dig. 2018, Novy ve dig. 2013)

Ampifilik 6zellikte oldugu i¢in LCM yeterince suda ¢oziiniir (0.465mg/ml) ve kan-
beyin bariyerini gegebilecek kadar lipofiliktir (May ve dig. 2015, Stohr ve dig.,
2007). Fakat kan-beyin bariyerinden gegisi diisiik orandadir ve membrandaki P-
glikoproteinler ile gecisi saglanir. Elbette LCM voltaj kapilt sodyum kanallarini
etkileyebilmek ve kan beyin bariyerini asmak i¢in ndronlarin membranlariyla
interaksiyon i¢inde bulunmalidir. LCM’nin viicut boyunca yiiksek dagilim sekli ve
cok diisiik protein baglanma kapasitesi nedeniyle membrane lipidleri ile etkilesmesi
beklense de LCM-lipid etkilesimi hakkinda yayinlanmis bir veri yoktur. LCM’nin
membran lipidlerine baglanma yetenegi agisindan degerlendirilmesi epilepsi

tedavisinde etkin kullanimi i¢in ek bilgi saglayabilir (Yagis ve Tiirker-Kaya, 2018).
1.1.4. Kolesterol (KOL)

Kolesterol (KOL), halkasal bir steroid ¢esididir. KOL hayvan hiicre zarlarinda %20-
30 mol ve kirmizi kan hiicrelerinde %50 mol kadardir (Lipowsky ve dig., 1995).
Cogu memeli hiicresinde KOL, endojen olarak sentezlenebilir ve lipoprotein
tastyicilar araciligiyla hiicrelere verilebilir (Maxfield ve Meer 2010). Membran faz
davraniglarinin kontrolii (Halling ve dig, 2008), membranda mekanik dayaniklilik
saglama (Miao ve dig. 2002) gibi metabolizmadan hormon ve vitaminlere Oncii
olmaya kadar bir¢ok islevi vardir (Rog ve dig., 2009). KOL’un mekanik agidan en
onemli gorevi zarda mekanik giicii arttirma, su dahil kii¢iik molekiiller ve gazlarin
gecirgenligini azaltma (Chiu ve dig.2001), membran akiskanligi ve membran faz

davranigini diizenleme yetenegini azaltmaktir (Kel ve dig. 2015, Haines 2001).
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KOL’un halka sisteminde metil gruplari bulunmaktadir. Rog ve arkadaslarinin
(2009) yaptigi bir ¢alisma metil gruplarinin KOL’dan uzaklastirilmasiyla
olusturulmus KOL ¢esitlerinin (lanosterol, dkolesterol gibi) membran diizenindeki
gorevini yeterli diizeyde yerine getiremedigini gostermistir. Bu c¢alisma KOL’un
yiizey dizglinliglinin membran diizeni ve membran iginde kiimelesmeleri

(yerlesmeleri) lizerinde 6nemli oldugunu gostermistir (Rog ve dig., 2009).

Sekil 1.2. KOL yapisinin 2 ve 3 boyutlu goriintiisii

KOL halkasinim hidroksil grubu ile fosfolipidlerin ara yiiz gruplari arasinda hidrojen
baglanmalar1 gergeklesir (Ramstedt ve Slotte 2002, McMullen ve McElhaney 1996).
Boyle komsu hidrokarbon zincirlerine baglanarak bu zincirlerin (yag asit zincirleri)
diizenini arttirarak agil zincirlerin hareket etmesini engeller; Sekil 1.6.’da da
goriildiigii gibi bu durum daha rijit bir faz degisimine tekabiil eder. Yani KOL artisi
ile s1v1 kristal diizensiz fazdan (Lo) siv1 kristal diizenli faza (Ld) gecis gercgeklesir
(Sekil 1.6.) (Rosetti ve dig. 2017, Kuo ve Chang 2014, London 2005, Halling ve
Slotte 2004). Lo fazi, hem LB hem La fazlarinin 6zelliklerine sahiptir (Marquardt ve
dig., 2016). Membran giiglendirici olarak nitelendirilen KOL, membranlarin alan

yapisini korur (Bloom ve Mouritsen, 1988).

Fosfolipitler ve sfingolipitler ile etkilesimleri sayesinde, yag agil zincirlerinin termal

hareketi tarafindan olusturulan serbest hacmi azaltarak iki tabakali gecirgenligi
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azaltir. Ekzotermik bir entalpi degisimi fosfolipidlerle KOL’un birlesmelerini
yogunlagtirir; yani zarlarin net hacminin ayr1 bilesenlerinden daha az olmasina sebep
olur (Lange ve Steck 2008). Bu nedenle KOL doymus lipid kuyruklari ile etkilesime
girdiginde daha fazla trans bag konformasyonlari olusturmasi ve van der Waals
etkilesimleri arttirmasi nedeniyle entalpik olarak daha elveriglidir. Fakat entalpik
kazang, serbest enerji hesaplamalari ile belirlenen biiyiik ve elverissiz bir entropik
katki ile dengelenir (Bennett ve dig. 2018). Boylece ¢ift katmanlar1 yogunlastirir,
akigkanliklarini, sikistirilabilirliklerini ve uygunluklarini azaltir ve mekanik giiglerini

arttirir.

Yiiksek spontan mobilitesi ve biyolojik lipid karigimlarinin faz davranisi iizerindeki
dramatik etkileri, hiicrelerdeki dinamik lipid organizasyonun modiilatorii olarak
KOL’#i uygun bulur. Yani hiicresel lipid homeostasisini diizenlemek i¢in merkezi

lipid olarak kullanilir (Maxfield ve Meer 2010).

Arter dokusunda KOL birikmesinin arteriyal tikanma ve arteroskleroz ile iliskili
lezyonlar veya plaklar olusturur. E vitamin, KOL diizeyi yiiksek olan hastalarda
trombosit agregasyonunu anlamli derecede azaltir; kardiyovaskiiler hastaliklarda
serbest radikal birikimlerinin 6nlenmesinde ya da en aza idirilmesinde Onemlidir.
Severcan ve arkadaslar1 (1995) bu duruma agiklik getirmek adina KOL igeren
lipozomlar {izerinde ¢alisma yapmigslardir. Calismada KOL iceren lipozomlara E
vitamini ekleyerek E vitamininin KOL’lu membranlara etkisini arastirmiglardir

(Severcan ve dig., 1995).

KOL, plazma membran lipidlerinin peroksidasyonuna bagli olarak vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde kristalli alanlar olusumuna yani iltithaplanma ve plak instabilitesine
neden olur (Self-Medlin ve dig., 2009, Mason ve dig., 2003). Lipid peroksidasyonu
doymamus zar lipidlerini etkileyen dejeneratif bir islemdir (Shestivska ve dig., 2018,
Gaschler ve Stockwell, 2017). Zarlarin molekiiler organizasyonunu bozdugu i¢in ve
hayvansal zarlarda da KOL lipid peroksidasyonundan etkilendigi i¢in KOL igeren
model lipozomlarda bir ¢ok c¢alisma yapilmistir. Jacop ve Mason (2005) yaptiklar
calismada lipid peroksidasyonunun KOL organizasyonu {izerindeki etkilerini
incelemislerdir (Jacop and Mason, 2005). Ustelik Jacop ve Mason’un yaptigi bu
calisma E vitaminin KOL’lu lipidlerde peroksidasyon etkilerini azalttigin1 da



gostererek Severcan ve arkadaslarinin yaptigi calismayr da destekler niteliktedir.
Javonavi¢ ve arkadaslar1 yine bu alanda %10 ve %50 mol konsantrasyonlarda
KOL’un membranin akiskanligi, stabilite, 1s11 davranisi, lipozom biiytikligi ve farkli
geometri ve icerikteki lipozomlarda lipid peroksidasyon kinetigi lizerine etkilerini
derinlemesine arastirmayi amaglamislardir (Javonavi¢ ve dig., 2018). Bu arastirmada
ise lipid peroksidasyonunda %10 mol KOL diisiis saglarken %50 mol KOL igeren

lipozomlarda ters etki yarattigi goriilmistiir.

Goriildigi tizere memeli hiicre zarlarindaki lipidler arasina kolayca yerlesen ya da
aralarindan ¢ikan biyofiziksel Ozelliklere sahip bu steroid ¢esidi hiicrede biiytlik
organizasyon saglayan gorevler iistlenir (Maxfield ve Meer 2010). Zar ¢ift katmanini
mekanik olarak daha giiclii ve su ve polar ¢6ziinen maddelere kars1 daha az gegirgen
hale getirir (Lange and Steck 2008, Barenholz 2004). KOL’un zarlara kolay giris
cikist diger zar bilesenlerindeki farkliliklarin nasil korunduguna, membranlara niifuz
edecek diger bilesenlerin yeterlilik diizeyinden ne kadar farkli giris yaptigina dair
soru isaretleri olusturmaktadir. Zar mekanik dayanimini arttirmasi ve membran
gecirgenligini azaltmasi1 ilag gibi Onemli kimyasallarin zardan niifusunu da
azalticagini diisiinmekteyiz. Bu nedenle bu ¢alismada LCM etkinligine, tiim memeli
zarlarinda bulunan kolesteroliin azaltici ya da arttirici etkisi olup olmadigi da

arastirildi.
1.2.  Tilac-Lipid Etkilesmeleri

Hiicre zar1 temel olarak %50 lipid, %40 protein, %2-10 seker ¢esitlerinden olusur; az
miktarda su, inorganik tuzlar ve metal iyonlarini bir arada bulundurur (Albert 2005).
Fosfolipidler, kolesterol ve glikolipidler, zar lipidlerinin ana fraksiyonunu olusturur
(Sonnino ve dig., 2007). Zarin temel iskelesi gibi olan membran lipidleri zar
proteinlerinin konformasyonunu siirdiirme ve islevlerini yerine getirmesi i¢in de
olanak saglar. (Shi ve dig. 2018). Ilaglarm ana hedefleri hiicre ici olduklar igin,
farmakolojik aktivitelerini gergeklestirmek igin bu yapiya sahip plazma zarini ve
niikleer zarfi gegmeleri gerekir. Okaryotik hiicrelerde ilag molekiilleri sitozol icine
girdikten sonra endoplazmik retikulum, golgi, mitokondri gibi organellerin zarlariyla
dahi etkilesime girmektedir (Bourgaux ve Couvreuv, 2014). Yani ilaglarin hiicre

icinde etkinliklerini gosterebilmeleri yine ilaglarin basta hiicre zar1 olmak iizere
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birgok zar lipidleriyle etkilesmesi sonucu gergeklesir. Bu etkilegsmesi sirasinda hiicre
zarinda yapisal ve dinamik olarak ¢ok sayida degisim meydana gelir. Bu degisimler
hiicre zan lipid kalinhigi, faz gegis egrisi, faz gegis sicakliklari, lipid dinamigi, lipid
diizeni, acil zincir esnekligi, lipid kafa grubu ve sulu kisma yakin gliserol iskelet
tizerindeki hidrojen baglanmasinin siddeti gibi parametrelerdir (Yagis ve Tirker-
Kaya 2018). Hiicre zarinin bu karmasik isleyisi ve heterojen yapist ilaglarin
calismalarda zorluklara sebep olmaktadir (Simons ve Ikonen, 1997). Halbuki bir
ilacin etkin kullanimmni saglamak i¢in, molekiiler seviyedeki membranlardaki
etkilesim bolgesini bilmek ¢ok onemlidir (Tirker-Kaya ve dig. 2011). Bu nedenle
ilag-lipid interaksiyonlarinin arastirildigr ¢aligsmalarda ilaglarin farmokokinetik ve
farmakolojik ozelliklerini degerlendirebilmek i¢in hiicre zar1 yapisina benzeyen
model membran sistemleri kullanilmaktadir (Kirkogoglu ve Tiirker-Kaya 20109,

Toyran ve Severcan 2007, Severcan ve dig., 2001 ).
1.2.1. Cok tabakalh model membran sistemleri

Model membran sistemleri, lipozomlar, ilk olarak 1965 yilinda Bangham tarafindan
hiicre zarlarinin dogasini incelemesiyle tanimlanmistir (Bangham 1993, Bangham ve
dig. 1965). Lipozom kelimesi kdken olarak Yunanca’da yag anlamina gelen lipos ve
viicut anlamma gelen soma kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusmustur. I¢te sulu
bolmeyi c¢evreleyen lipid cift katmanlarinin olusturdugu kiiresel vezikiillerdir
(Anwekar ve dig. 2011). Lipozomlar katman sayilar1 ve biiylikliiklerine gore
siiflandirilirlar. Tek veya ¢ok katmanli olabiliriler ve biiyiikliikleri hazirlanmasi i¢in
kullanilan isleme bagli olarak ~20nm ile 10 mikron arasinda degisebilir. Polidispers
cok lamelli vezikiiller (MLV), genellikle hidratlanmis film lipidlerinin
vortekslenmesiyle hazirlanir. Tanimlanmis ebatlarda kiigiik veya biiyiik tek tabakali
vezikiiller (kiiciik tek tabakali vezikiiller=SUV veya biiyiikk tek tabakal
vezikiiller=LUV’ler), seyreltilmis lipid siispansiyonlarinin sonikasyonu veya
ekstriizyonu ile elde edilebilir. Dev unilamellar vezikiiller (GUV’lar),
elektroformasyon ile hazirlanir (Bourgaux ve Couvreuv, 2014, Rongen ve dig. 1997).
Bu lipozom ¢esitlerinde kullanilan lipidler nétr ya da -,+ yiikli olabilirler. Ayrica
fosfotidilkolin (PC), fosfotidik asit (PA), fosfotidiletanolamin (PE), fosfotidilserin
(PS), spingomyelin (SM), KOL igeren kompozisyonlarda lipozomlar ¢aligmalarda

kullanilabilir. Memeli hiicrelerinin plazma zarinda PC ve KOL bol bulundugu i¢in bu
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tir ¢aligmalarda biyolojik zarlar taklit etmek i¢in PC, DPPC en yaygin kullanilan

......

stabiliteyi arttirmak i¢in ¢ogunlukla lipozomlara dahil edilir (Gharib ve dig., Raffie
and Teissie 1999, Bloom ve dig. 1991).

Sekil 1.3. DPPC'den olusan lipozom ve DPPC ve KOL'den olusan lipozom

Biyolojik zar sistemleri lipid, protein, karbonhidratlardan olusan karmasik bir i¢erige
sahiptir. Ustelik lipid tabakalarinda dahi lipid kalinlig1 ve konfiigiirasyon farklilig1
bulunmaktadir (Stevens 2005). Bu nedenle ilag-lipid etkilesimlerini incelemede
biiyiik dezavantaj olusturmaktadir. Model zar sistemleri, bilesenler ve bilesenlerin
konsantrasyonlar1 ayarlanabildigi i¢in ¢ok onemlidir ( Arslan ve dig. 2019). Se¢ilen
bu biyomimetik sistemi ve buna bagli ¢alisma tekniginin birlesimi, bize zarin iginde
meydana gelen siiregleri giivenilir bir sekilde rapor edecek 6lgiimleri saglamaktadir.
Dolayisiyla 6zel ve giivenilir bilgi saglayan model membran sistemlerinin
kullanilmasi ilag-lipid etkilesimlerini inceleyen ¢alismalar i¢in kullanilmasi genel bir
yaklasimdir (Handan ve Tirker-Kaya, 2018, Liossi ve dig. 2017, Losada-Pérez ve
dig. 2015, Altunayar ve dig. 2015).

1.2.2. Dipalmitoilfosfatidilkolin yapisi

Biyomembranlarda {i¢ ana tip lipid vardir: fosfolipid, sterol (Miiller ve dig. 2008),
glikolipid. Canlilarda trigliseritler depolanan lipid cesitleriyken yapiya katilanlar bu
ti¢c tip lipid ¢esididir. Bazi1 lipidler ise elektron tasiyicilari, 151k absorbe eden
pigmentler, emiilsifiye edici ajanlar, hormonlar, intraselliiler haberciler olarak

(Pluhackova ve dig 2015, Cascales ve dig. 2006) onemli gorevlere sahiptir.
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Membranlarin yapisinda en fazla bulunan lipid ¢esidi olan fosfolipid molekiillerinin
polar bag kism1 hidrofilik, yag asit zincirleri hidrofobiktir. Boyle ampifilik 6zellik
gosteren bu lipid cesitleri sulu ¢ozeltilerde kendiliginden kiimelenerek lipozom
seklinin olugsmasma neden olur (Stillwell 2016, Jambeck ve Lyubartsev 2012).
Biyolojik sistemlerde de hiicre icinin de hiicre disininda sulu olmasi ve suda
¢ozlinmeme Ozelligine sahip olmalart fosfolipidlerin yag asit zincirleri birbirine
bakacak sekilde c¢ift tabaka haline gelmelerini ve Oyle kalmalarin1 destekler.

Kloroform, eter, benzen, aseton gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziilebilirler.

Hiicresel membran ¢ift katmanlari, fosfolipidlerinin dagiliminda karakteristik bir
capraz asimetriye sahiptir. Ozellikle, plazma zarmin disa bakan katmani
fosfatidilkolin ve sfingolipidler agisindan zenginken, sitoplazmaya bakan katmani
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve diger ¢ogunlukla anyonik fosfolipidler
bakimindan zengindir (Quinn 2002). Bu c¢alismada tiim bu o6zelliklere sahip
fosfolipid ¢esidi olan PC kullanilmistir. PC insan eritrosit plazma membraninda %20,
akciger plazma membraninda %18, golgi membraninda %25 oraninda
bulunmaktadir. Genellikle 14-24 karbondan olusan PC’lerin karbonlar1 arasinda
doymus ve/veya cis konfiglirasyonunda bir ya da daha fazla ¢ift bag bulunur
(Hyvonen ve Kovanen 2005). Bu ¢aligmadaki PC ¢esidi ise iki adet on alt1 karbonlu
sature yag asit zincirlerinden olusan ve notr 6zellikteki DPPC’dir. Kolin bas
grubundaki (N) pozitif yiik, fosfatin negatif yiikiinii (PO™ ), ndtr bir kafa grubu

olusturacak sekilde nétrlestirir.
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Sekil 1.4. DPPC'nin 2 boyutlu kimyasal yapisi

DPPC’nin, Tm sicaklig1 yaklasik 40°C’dir (Pluhackova ve dig. 2016, Sonne ve dig.,
2007); bu ve daha iist sicakliklarda yag asit zincirleri kirilmalara ugrayarak gauche
konformasyonu denilen daha diizensiz bir forma gecer (Hyvonen ve Kovanen 2005).
Bu formda lipidlerin arasindaki baglar zayifladigi i¢in rotasyonal hareketleri ¢ok

hizli gergeklesir. Molekiiler kesit alanindaki artigsa uyum saglamak icin efektif zincir
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uzunlugunda %8 lik bir diisiis gerceklesir. Bu durum gouche konfomerlerinin sayisi
ve komsu molekiiller arasindaki mesafenin artmasina, dolayisiyla sivi fazda
membran gegirgenliginin artmasina neden olur (Hogberg ve dig. 2008). Yani DPPC
cift tabakalar1 disik ve yiiksek sicakliklarda faz gegisi denilen durum
degisikliklerine sahiptirler. Lipidlerin bu fiziksel 6zellikleri membran fonksiyonlarini
belirledigi i¢in hem model hem de biyolojik membranlarda ilag-membran
etkilesimlerinin incelenmesinde aktif arastirma molekiilleri olarak tercih edilmesini

saglar (Konyakhina ve dig., 2011).
1.2.3. Lipozomlarin termotropik evreleri

Fosfolipidlerin lipozomlardaki molekiiler diizenlenislerinde kristal jel, jel, dalgali jel
ve sivi kristal faz olarak dort farkli durum goézlenir. Bunlardan ilk ¢l diisiik
sicakliklarda gbzlemlenen jel fazdir. Jel fazda lipidler arasinda gii¢lii Van der Waals
baglar1 oldugu igin hareketleri kisitli, sikica paketli durumdadirlar. Kalan dérdiincii
41°C’nin ustiinde gozlemlenen sivi kristal fazdir. Sicaklik artisiyla membran
lipidlerinin molekiil i¢i ya da aralarinda Van der Waals baglar1 sayis1 degisiklige
ugrar. Hidrokarbon agil zincirlerinin diizenli oldugu jel fazdan (L), konformasyon
degisikligine ugramis daha akigkan sivi kristal faza (La) gecer (Ulmschneider ve
dig., 2009). Sivi kristal fazda lipidlerin agil zincirleri arasindaki Van der Waals
baglar1 zayifladigi i¢in fosfolipidler birbirlerine paralel konumlanir ve her lipid kendi
ekseni etrafinda ve zar katmanlar1 arasinda hareket edebilir duruma geger. Lipidlerin
bu sekilde jel fazdan sivi kristal faza gegmeleri onlarin ana faz gecis sicakligi (Tm,
°C) olarak degerlendirilir ( Bultmann ve dig., 1991, Cristani ve dig., 2007), (Sekil
1.5)).
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Sekil 1.5. Cift tabakali fosfolipidlerin Tr, degerindeki degisimin sematik gosterimi

Ayrica trans-gauche izomerlerinin ve lipidlerdeki Van der Walls baglarinin
bozulmasiyla olusan enerji, ana faz gegis entalpisi (AH, kkal/mol) olarak

degerlendirlir.

Hayvan hiicre zarlarindaki KOL varlig1 ise yiiksek sicaklikta yag asit zincirlerinde
(hidrokarbon zincirlerinde) sivi-kristal diizensiz faza (Ld) gecise sebep olur; bununla
birlikte KOL artis1 agil zincirlerin daha diizenli siralandig1 sivi-kristal diizenli faza
(Lo) gecise sebep olur (Kuo ve Chang 2014, Almeida ve Joly 2014, London 2005),
(Sekil 1.6.). Model fosfolipid ¢ift katmanlarinda, tipik Ol¢iilen kalinlik farkliliklart
stv1 diizenli ve siv1 diizensiz fazlar1 (Lo, Ld) i¢in ~0.2 ile ~1.6 nm arasindayken jel

fazda biraz daha fazladir (Williamson ve Olmsted, 2015).
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Sekil 1.6. Lipozomlarin faz ¢esitleri (Zalba ve Hagen, 2017)

1.3.  Biyofiziksel Yontemler
Bu calismada FT-IR ve DSC yontemleri kullanildi.
1.3.1. Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)

DSC 1963’ten beri en yaygin kullanilan hizli 6lglim yaptigi ve az miktarda 6rnek
gerektirdigi i¢in avantaj olan bir termal analiz teknigidir. DSC terimi; basit bir
sekilde, dogrusal bir sicaklik skalasi (rampasi) sirasinda, ornek iizerinde kantitatif

kalorimetrik bilginin elde edilebilecegini ifade eder (Menczel ve dig., 2014).

+——> Hiicre

Kromel disk <—— Ornek Referans — > Sabit isifict disk
R:( i | L —— Termocift baglant:
[H Alumel tel
> Kromel tel

OO

a'\\fli\"fl\‘/,\//'\
=1 SN L Sicaklik dedektori

+ -

Bilgisayar

Sekil 1.7. Diferansiyel Taramali Spektroskopisinin (DSC) sematik gosterimi
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DSC ornekleri, en uygun termal iletkenlige sahip, minimum reaksiyon igin
tasarlanmig kiiciik metal panlarda analiz edilir. Panlar acik, pim deligi kapali ve ya
sizdirmaz olabilir ve inert bir malzemeyle doldurulmus bir 6zdes konfigiirasyona
sahip referans pan ile birlikte kullanilir. Dogru kantitatif ¢alisma icin, drnegin ve
referans panlarin termal kiitlesi es hale getirilmelidir. Ayrica yiiksek saflik
kalibrasyon standartlarina uygun ve temiz DSC fanlarinin kullanimi da dogru sonug
i¢in bilyiik 6nem tasimaktadir (Clas ve dig., 1999). Olciim yapilirken referans ve
ornek es zamanli bir sekilde sabit 1sitict disk araciligiyla degisen sicakliklara maruz
birakilir. Degisen sicaklikla birlikte ornekte faz gecisi gerceklestiginde Ornek
tarafindan absorbe edilen termal enerji referansa eklenir. Referansa eklenen bu enerji
dengeleme enerjisi olarak tanimlanabilir ve kayit altina alindiginda 6rnegin faz gecis
enerjisinin Sl¢iimiinii (entalpi degisimini) verir (Menczel ve dig., 2014; Yeagle ve

dig., 2011; Castelli ve dig., 2003; Haines ve dig., 1998).

DSC tekniginin baslica uygulamalar1 polimer ve farmasétik alanlardir. Ozellikle yeni
ilag iceriginin safligindaki degisimleri(gecis) saptamak veya yeni bir polimorfik
formun erken tespiti gibi farmasotik uygulamalarda kullanilabilmektedir. Farmasotik
caligmalara 151k tutacak ilag¢ lipid etkilesimlerinin arastirildigi calismalarda da cokga
tercih edilmektedir (Bilge D. ve dig.,2013; Severcan ve dig., 2001). DSC ile hiicre
membran lipidlerinin ilaglar ile etkilesimi sonucu olusan faz ge¢is sicakligi (Tm, °C)

ve ana faz gegis entalpisi (AH, kkal/mol) analiz edilir.
1.3.2. Fourier Doniisiim Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi

FT-IR, 1960’11 yillardan beri kullanilan, farkli dalga boylarindaki molekiiler
titresimleri Olgerek farkli titresim gruplarimi  goriintiileyip onlarin karakterize
edilmesini saglayan biyofiziksel tekniktir (Whaley-Mayda ve dig., 2019, Ali ve dig.,
2019, Griffiths ve dig., 2007).
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Sekil 1.8. Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisinin sematik gosterimi

FT-IR analiz yaparken su yollar1 izler; 151n kaynagindan ayrilarak 1s1n yayiciya gelir,
burada 1s1n hem sabit hem de hareketli aynaya ayn1 anda gonderilir, daha sonra
1sinlar aynalardan ayrilarak tekrar 1sin yayiciya gelir, buradan da 6rnegin bulundugu
yere ulasir, ornek kimyasal ozelliklerine bagli olarak 15181 emer ve bu sirada emilen

151n sonucunda biriken radyasyon dedektor tarafindan toplanir.

FT-IR hizli, tahribatsiz, tekrarlanabilir, kullanim1 kolay ve diisiik maliyetli olma
yoniinden avantajli oldugu igin biyokimya, sitoloji, ndroloji, farmakoloji,
mikrobiyoloji gibi bir¢ok alandaki ¢aligmalarda (Nazeer ve dig., 2017; Shivanoor ve
dig., 2016; Barron 2011; Zoumpopoulou ve dig.,2010; Mietke ve dig, 2010; Al-Holy
ve dig., 2006) kullanilan bir aragtir. Biyolojik sistemlere zarar vermeden DSC’e gore
molekiiler diizeyde daha detayli incelemeler yapilabilmesine imkan sagladigi i¢in
ilag-lipid etkilesimleri calismalarinda biiyiik &nem tasir. Ozellikle ilag-lipid
etkilesimleri sirasinda molekiiler yapidaki farkli titresim gruplarini goriintiileyerek
lipid agil zincirleri, kafa gruplar ve hidrofilik kisma yakin gliserol gruplar1 hakkinda
detayli bilgi sunar. Bu bolgelere atifta bulunan belirli frekanslardaki bant verileri
ilaglarin, lipid faz gegisi, lipid diizeni ve akigkanligi tizerindeki etkileri ve lipid
raftlar igerisindeki konumu hakkinda bilgiler verir (Larkin 2018; Mignolet ve dig.,
2016; Briuglia ve dig., 2015).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kimyasal Maddeler

(R)-2-asetamido-N-benzyl-3methoxypropionamide (lakosamid, LCM), dipalmitoil
fosfatidilkolin (DPPC), kolesterol, triklorometan (kloroform), fosfat tampon tablet,
etanol (Sigma Chemical Co., St. Luis, MO, USA); azot (N) (Hat Gaz, Tiirkiye). Bu

calismada kullanilan kimyasallara saflastirma iglemi uygulanmadi.
2.2. Cok Tabakalh Model Membran Sistemlerinin Hazirlanmasi

Cok tabakali model membran sistemleri literatiirdeki benzer ¢aligmalar baz alinarak (
a gore demesem) hazirland1 (Tirker ve dig., 2011, Tiirker-Kaya ve dig., 2017).
Oncelikle 200 ml distile suda 1 fosfat tampon tuz tableti ¢dzdiiriilerek fosfat tampon
¢ozeltisi hazirlandi. (200 ml suda ¢o6ziinen bir fosfat tampon tuz tableti, 0.137 M
sodyum klorit, 0.0027 M potasyum klorit, 0.01M fosfat tamponu igerir, 25°C’de
pH=7.4’tiir). Calismada kullanmak i¢in belirlenen LCM miktarlar1 (%1, %10 ve %20
mol), kolesterol miktarlar1 (%1 ve %10 mol) ve DPPC miktarlar1 (%100, %99, %90
ve %80 mol) hesaplandi. Ayri ayri olacak sekilde DPPC ve kolesterol kloroformda,
lakosamid ise etanolda ¢dzdiiriilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Ornekleri olusturmak
icin hazirlanan stok ¢ozeltilerden mol yilizdelik degerlerine gore sirasiyla DPPC,
LCM ve kolesterol ependorflara konuldu. Her olusturulan karigimin bulundugu
ependorflar 2 dakika vorteks ile karistirildi. Ependorflarda ince film tabakasi
olusturmak amaciyla ¢ozelti igindeki organik c¢oziiciiler, 6nce azot gazi ile en diisiik
ayar kullanilarak uzaklastirildi. Daha sonra 6rnekler dondurulup kurutma sisteminde
(Labconco, Freeze Dry System) 18 saat boyunca vakuma maruz birakildi. Ince lipid
tabakas1 olugsmus ependorflara 75ul tampon ¢ozelti eklendi. Elde edilen karigim, 2
dakika 60°C’de (DPPC Tm degerinin 20°C kadar iizerinde), 2 dakika vorteks
karigtiricida dongiisel olarak isleme tabi tutularak siit renginde c¢ok katli model

membran sistemleri (lipozomlar) elde edildi.
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2.3. Diferansiyel Tarama Kalorimetresi Calismalari
2.3.1. DSC olgiimleri i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

DPPC membran sistemleri ilag varligi ve yoklugunda ve ayrica kolesterollii ilag
varlig1 ve yoklugunda olmak {izere iki diizenek olarak hazirlandi (Alsop R.J. ve dig.,
2015). Literatiire gore hazirlanan siit renginde ¢ok katli model membran sistemleri
iceren ependorflardan 50ul alind1 ve yalitilmis standart aliminyum DSC panlarina
yerlestirildi. Ayrica 50ul’lik buffer diger panlara konarak kontrol grubu olusturuldu.
Panlara yerlestirilmis Orneklerin ve beraberindeki kontrol gruplarinin oGlgiimleri
Shimadzu DSC-60 Plus Kalorimetresi (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japonya) ile
gerceklestirildi.

2.3.2. DSC olgiimlerinden termogramlarin eldesi

DsC Thermal Analysis Result Temp
mwW C

1.00-

— dppc+%20LAC_3.tad Temp
— dppc+%20LAC 3tad DSC

- 50.00

- 40.00

- 30.00

20.00 20.00 40.00 60.00
Time [min]

Sekil 2.1. %20 mol LCM igeren DPPC 6rneginden elde edilen DSC termogrami

Olgiimler 25-60°C arahiginda 1°C/dak sicaklik artisi ve azalist seklinde yapildi.
Cekimler 3 kere tekrarlandi. Olusan termogramlar (Sekil 2.1.) Shimadzu’da
gelistirilmis TA60 software programi ile analiz edildi. Boylece maksimum pik ile

Tm belirlendi; AH degeri hesaplandi.
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2.4. FTIR Cahsmalar:
2.4.1. FTIR olgiimleri icin 6rneklerin hazirlanmasi

%20 mol LCM igeren DPPC’li 6rneklerle, %20 mol LCM ve %10 mol kolestrolii
birlikte iceren DPPC’li ornekler hazirlandi. Vakuma maruz birakilmis LCM igeren
ve igermeyen; kolesterolli LCM iceren ve igermeyen DPPC film tabakasi olan
orneklere 20ul fosfat tampon ¢ozeltisi eklendi. Elde edilen karisim, 2 dakika 60-
65°C’de (lipid Tm degerinin yaklasik 20°C kadar tizerinde), 2 dakika vorteks
karigtiricidda dongiisel olarak isleme tabi tutularak siit renginde c¢ok katli model
membran sistemleri (lipozomlar) elde edildi. Ardindan 20ul’lik lipozom
orneklerinden alinarak 12pul kalinliktaki kalsiyum floriir (CaFz) quartz pencereler
arasma 6rnek kaybi olmamasi amaciyla spacer aracilityla sabitlendi. Orneklerin, her
Olcimden oOnce her sicaklikta 5dk. inkiibe edilerek 28 ve 52 °C larda spektrumlari
alindi. Her 6rnek 6lgiimii Perkin Elmer Spektrum One FT-IR Spektroskopisi (Perkin
Elmer, Norwalk, CT, USA) kullanilarak 2 tekrar halinde gergeklestirildi.

2.4.2. FTIR dl¢iimlerinde spektrumlarin eldesi

Ornek spektrumlarindan havanmn spektrumu Perkin Elmer Spectrum One programi
ile otomatik olarak ¢ikartildi. Her 6rnegin pektrumu 1000 cm-' -4000 cm™ araliginda
elde edildi ( Sekil 2. 2.) Ayrica incelenen O6rnek sisteminin sulu olmasi 6rnek
spektrumun bazi bantlarin gériiniimiinii etkiledigi i¢in tampon ¢dzelti spektrumu yine

Perkin Elmer Spektrum One programi kullanilarak ¢ikartildi.

Elde edilen spektrumlardaki CH, asimetrik, CH, asimetrik, CH3 simetrik, C=0
simetrik, PO,™ asimetrik bantlarinin her biri ig¢in spektral analiz yapildi. Bantlarin
frekans degerleri ve band genislikleri Perkin Elmer Spektrum One spektral analiz
programi ile tespit edildi. Bantlarin frekans degerleri agirlik merkezindeki pik
yiiksekliginin %80’1 almarak hesaplandi. CH; asimetrik bandinin band genisliginin
hesaplanmasinda %80’lik hesaplamadaki agirlik merkezi genisliginin cm cinsinden

degeri cm™ birimine doniistiirildii.
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Sekil 2.2. LCM igermeyen DPPC FT-IR spektrumu
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3. BULGULAR

3.1  DSC Cahsmalarindan Elde Edilen Bulgular

Bu ¢alismada DSC ile farkli konsantrasyonlardaki (%1, 10, 20 %mol) LCM’ nin
kolesterol varliginda ve yoklugunda DPPC lipozomlarindaki Tm ve AH degerleri

tizerindeki degisimleri incelendi.

DSC TERMAL ANALIZ SONUCLARI
mwW
1.00
B DPPC+%20LCM
050
DPPC+%10 LCM
DPPC+%]1 LCM
-0.00- %100 DPPC
- 30.00 20.00 50.00
Temp [C]

Sekil 3.1. Saf DPPC ve %1, %10, %20 mol LCM igeren DPPC lipozomlarinin DSC
termogramlari

Sekil 3.1. KOL yoklugunda farkli konsantrasyonlarda LCM iceren ve igcermeyen
DPPC lipozomlarina ait termogramlari gostermektedir. Elde edilen termogramlara ait
Tm ve entalpi degerleri ise Tablol.1’de gosterilmektedir. Sekil ve tablodan
goriildiigiic saf DPPC’nin Tm degeri yaklasik 40°C olarak belirlendi. Bu deger,
literatiirle (Gharib ve dig., 2018, Tiirker ve dig., 2011, Leekumjorn ve Sum, 2007)
uyum igerisindedir. Ayrica saf DPPC 6rneginin ana faz ge¢is pikinin dar bir sekilde
olmas1 DPPC molekiillerinin uygun sekilde lipozom formunu aldiklarini ve 40 °C’de
tim lipidlerin ayn1 anda faz degisimi gosterdiklerini isaret etmektedir. Bir baska
deyisle saf DPPC’nin keskin entalpi gecisi agil zincirlerinin hareketliligine baghdir.
Ve lipid zincirlerinin arasindaki yiiksek is birligini ifade eder (Gardikis ve dig.,
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2006). Artan LCM konsantrasyonu ile birlikte ise ana faz gecis pikinde genisleme
egilimi tespit edildi. (Sekil 3. 1.).

Tablo 3.1.Saf DPPC ve %Ilmol, %10mol, %20 mol LCM iceren DPPC
lipozomlarinin Tm ve AH degerleri

ORNEK ‘ Tm (°C) AH (j/g)

%100 DPPC 40.11 31.72
DPPC+ %1mol LCM 39.35 26.05
DPPC+ %10mol LCM 40.15 25.58
DPPC+ %20 mol LCM 40.42 24.57

Saf DPPC lipozomlarina %Imol LCM eklenmesiyle, DPPC lipozomlarinin Tm
degerini daha disiik sicakliga kaydirdigi gozlendi. Bunun aksine DPPC
lipozomlarina %10 ve %20 mol oranlarinda LCM eklenmesiyle Tm degerinin daha
yiiksek sicakliklara kaydig1 saptandi (Tablo1.1). Ayni1 zamanda DPPC lipozomlaria
%1, %10 ve %20mol LCM eklenmesi AH sirasiyla kademeli olarak azalttig:
belirlendi (Tablo3.1.).

DSC Termal Analiz Sonuglari
mwW
I )
1.00+ Il
I [
DPPC+ %10 kol+ +20 LCM #ff//// .
I DPPC+ %1 kol+ %20 LCM 1'
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|
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Dm_/ | #\\kﬁ
ey ] \L\
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L S
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Sekil 3.2. Saf DPPC ve %1, %10 mol KOL ve %1 KOL ile %20 mol LCM igeren
DPPC lipozomlarinin DSC termogramlari

Sekil 3.2. farkli konsantrasyonlarda KOL ve KOL ile birlikte LCM igeren DPPC
lipozomlarina ait termogramlar1 gdstermektedir. Elde edilen temogramlara ait Tm ve
entalpi degerleri ise Tablo 3.2.’de gosterilmektedir. Sekil ve tablodan goriilen DPPC

lipozomlarina LCM eklendiginde AH ve Tm degerlerindeki en etkin sonu¢ %20mol

24



olarak belirlendi. Bu nedenle KOL un varliginin LCM-DPPC etkilesmesine etkisini
degerlendirmek ic¢in ¢alismanin sonraki asamasinda sadece %20 mol LCM oraniyla
deneylere devam edildi. Saf DPPC lipozomlarima %1 ve %10 mol KOL
eklenmesiyle, DPPC lipozomlarinin ana faz gegis pikinde sirasi ile artan genisleme,
bununla birlikte %20 mol LCM igeren lipozomlara %1 ve %10 mol
konsantrasyonlarinda KOL eklenmesiyle de benzer genislemeler tespit edildi (Sekil
3.2).

Tablo 3.2.Saf DPPC’den olusan lipozomlarin ve %1lmol, %10 mol KOL igeren
DPPC ve %Ilmol, %10 mol KOL ile sadece %20 mol LCM igeren DPPC
lipozomlariin Tm ve AH degerleri

ORNEK Tm (°C) AH (j/g)

DPPC 40.11 31.72

DPPC+ %1mol KOL 38.93 25.73
DPPC+%10 mol KOL 38.81 17.16
DPPC+%1mol KOL+ %20 LCM 40.31 24.85
DPPC+%10mol KOL+ %20 LCM 39.60 22.08

Buna bagl olarak saf DPPC lipozomlarma %1 ve %10 mol KOL eklenmesiyle Tm
degerinin daha diisiik sicakliklara kaydigi gézlendi. Bu saf lipozomlara %1 mol KOL
birlikte %20 mol LCM eklendiginde ise Tm degerinin daha yiiksek degerlere kaydig
gozlenirken KOL miktart %10 mol’e ¢ikarildiginda %1 mol’e gore diisiis saptandi.
Ayrica DPPC lipozomlarina KOL eklenmesiyle ters orantili olarak entalpi degeri
azaldi. Bu durum KOL artigina bagli olarak LCM eklendiginde de belirlendi.

3.2 FTIR Cahismalarindan Elde Edilen Bulgular

DSC teknigi ile DPPC’nin Tm degeri yaklasik 40°C olarak belirlendigi igin FT-IR
caligmalarinda DPPC jel ve siv1 kristal fazinda LCM nin etkisini incelemek amaciyla
orneklerde iki fazi temsil etmesi amaciyla iki sicaklik degerlerinde spektrumlarin
frekans ve bant genisliginde incelemeler yapildi; 28°C (jel faz) ve 52°C (siv1 kristal
faz). Belirlenen bu sicakliklarda FT-IR spektroskopisi ile lipid diizeni, lipid dinamigi
ve hidrojen baglanma durumu detaylandirilmak amaciyla hidrokarbon kuyrugu
temsil eden 3100-2800 cm™ spektral araligindaki karbon-hidrojen (C-H) gerilme
bantlarinin bolgeleri ile gliserol bas grubu temsil eden 1750-1700 cm™ ve 1250-1200
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cm spektral araliktaki karbonil titresim bantlar1 bdlgeleri incelendi. Incelemeler saf
DPPC lipozomlari, %20 mol LCM igeren lipozomlar, %20 mol LCM ile %10 mol ya
da %1 mol KOL igeren lipozomlar kullanilarak gergeklestirildi. Bu konsantrasyon ve
araliklarda yer alan CH; asimetrik, CH3 simetrik, C=0 simetrik, PO, asimetrik
frekans degerlerinde ve CH; asimetrik gerilme bandindaki genislikte olusan spektral
degisimler tespit edildi. DPPC lipozomlarina DSC 6rneklerinde LCM eklendiginde
AH ve Tm degerlerindeki en etkin sonu¢ %20mol olarak belirlendigi ve bu nedenle
KOL’un varliginin LCM-DPPC etkilesmesine etkisini degerlendirmek igin DSC
calismalarinin sonraki agamasinda sadece %20 mol LCM oramiyla deneylere

stirdiiriildiigii icin FT-IR 6rneklerinde de bu oranlarla deney siireci devam ettirildi.
3.2.1. CH; asimetrik gerilme

Sekil 3. 3. Saf DPPC, %20 mol LCM igeren DPPC ve %20 mol LCM ile birlikte
%10 mol KOL igeren lipozomlarin jel ve sivi kristal faza denk gelen sicakliklardaki
CH; asimetrik gerilme bantlarini igeren frekans spektrumlarini gostermektedir. Sekil

3. 4. ise aym konsantrasyonlardaki bant genisligini igeren spektrumlart

gostermektedir.
CH, asimetrik gerilme
2924 -
& 2922 - ® %100 DPPC
£
S 2920 -
c SN %80 DPPC+ %20 LCM
S 2918 - ]
o
L i
2916 B %70DPPC+ %20LCM+ %10
2914 - CHOL
2912
28°C 52°C

Sekil 3.3. Saf DPPC, %20 mol LCM igeren ve %20 mol LCM ile %10 mol KOL
iceren DPPC lipozomlarinin CH; asimetrik gerilme bandindaki 28°C ve 52°C'deki
frekans degisimleri

Sekillerde goriildiigii gibi saf DPPC lipozomlarina %20 mol LCM ve daha sonra
LCM ile %10 mol KOL eklenmesiyle jel ve sivi kristal fazda CH, asimetrik gerilme
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bantlarinin her ikisinin de frekans degerlerinde kademeli bir sekilde azalma
belirlendi (Sekil3.3).

CH, asimetrik gerilme

12

10

8 M %100 DPPC

%20LCM+DPPC

Bant genigligi
(o)}

B %20LCM+ %10CHOL+ DPPC

28°C 52°C

Sekil 3.4. Saf DPPC, %20 mol LCM igeren ve %20 mol LCM ile %10 mol KOL
iceren DPPC lipozomlarinin CH; asimetrik gerilme bandindaki 28°C ve 52°C’deki
bant genisligi degisimleri

Buna karsin iki farkli fazda DPPC lipozomlaria %20 mol LCM eklenmesiyle CH»
asimetrik gerilme bandinin bant genisliklerinde azalma gézlenirken %20 mol LCM
ile %10 KOL eklenmesiyle bant genisliklerinde tekrar bir artis tespit edildi (Sekil
3.4).

3.2.2. CH3 simetrik gerilme

Sekil 3. 5. Saf DPPC, %20 mol LCM igeren DPPC ve %20 mol LCM ile birlikte
%10 mol KOL igeren lipozomlarin jel ve sivi kristal faza denk gelen sicakliklardaki

CH3 simetrik gerilme bantlarini igeren frekans spektrumlarini gostermektedir.

Sekilde goriildiigli gibi DPPC lipozomlarina %20 mol LCM eklenmesiyle jel ve sivi
kristal fazin her ikisinde CHj simetrik gerilme bandinin frekans degerinde artma
gozlenirken %20 mol LCM ile %10 mol KOL eklenmesiyle degerlerde tekrar bir
azalma tespit edildi. Ustelik s1v1 kristal fazda bu azalis neredeyse saf DPPC’nin s1v1

kristal fazindaki frekans degerine dondiirecek kadardir (Sekil3.5).
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CH; simetrik gerilme
2874 -
2873,5 -
'”E B %100 DPPC
S 2873 -
[7,]
s %20LCM+ %20DPPC
% 28725 -
b
B %20LCM+ %10CHOL+
2872 %79DPPC
2871,5
28°C 52°C

Sekil 3.5. Saf DPPC, %20 mol LCM igeren ve %20 mol LCM ile %10 mol KOL
iceren DPPC lipozomlarinin CHj3 simetrik gerime bandindaki 28°C ve 52°C’deki
frekans degisimleri

3.2.3. C=0 simetrik gerilme

Sekil 3. 6. Saf DPPC, %20 mol LCM igeren DPPC ve %20 mol LCM ile birlikte
%10 mol KOL igeren lipozomlarin jel ve sivi kristal faza denk gelen sicakliklardaki

C=0 simetrik gerilme bantlarini igceren frekans spektrumlarini gostermektedir.

Sekilde goriildiigii tizere DPPC lipozomlarina %20 mol LCM eklenmesiyle jel ve
kristal fazin her ikisinde C=O simetrik gerilme bandinin frekans degerlerinde
belirgin bir azalma belirlendi. Fakat %20 mol LCM ile %10 mol KOL eklenmesiyle
jel fazdaki bu bandin frekans degerinde azalma devam etmesine ragmen siv1 kristal

fazdaki bandin frekans degerinde tekrar bir artma tespit edildi (Sekil 3.6.).
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C=0 simetrik gerilme

1734 - M %100 DPPC

1732 - ééé? o %20LCM+DPPC
1730 - B %20LCM+ %10CHOL+ DPPC

Frekans (cm™)

28°C 52°C

Sekil 3.6. Saf DPPC, %20 mol LCM igeren ve %20mol LCM ile %10mol KOL
iceren DPPC lipozomlarinin C=0O simetrik gerime bandindaki 28°C ve 52°C’deki
frekans degisimleri

3.2.4. POy simetrik gerilme

Sekil 3. 7. Saf DPPC, %20 mol LCM ig¢eren DPPC ve %20 mol LCM ile birlikte %1
mol KOL igeren DPPC lipozomlarinin jel ve sivi kristal faza denk gelen
sicakliklardaki PO,  simetrik gerilme bantlarini iceren frekans spektrumlarini

gostermektedir.

PO, simetrik gerilme

1225
1224 -
1223 -

1222 - W %100 DPPC
1221 -

1220 - - S %20LCM+DPPC
1219
1218 -
1217 -
1216

Frakans (cm™)

B %20LCM+ %1CHOL+ DPPC

28°C 52°C

Sekil 3.7. Saf DPPC, %20 mol LCM igeren ve %20 LCM ile %1 mol KOL igeren
DPPC lipozomlarinin PO,™ simetrik gerime bandindaki 28°C ve 52°C’deki frekans
degisimleri
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Bu sekilde de goriildigii tizere DPPC lipozomlarina %20 mol LCM eklenmesiyle jel
ve sivi kristal fazin her ikisinde PO, simetrik gerilme bandinin frekans degerinde
belirgin azalma belirlendi; fakat %20mol LCM ile %1 mol KOL eklenmesiyle
degerlerde tekrar bir artma tespit edildi (Sekil 3. 7.).
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4. TARTISMA

Hiicrelerin yapisal biitlinliigiinii korumasi, kararli i¢ dengesini siirdiirmesi ve
kontrollii isleyis gerceklestirmesi hiicre zarlari araciligiyla gerceklesir. Hiicre
zarlarini olusturan lipidlerin yap1 ve faz gecis davraniglari bu durumun temel kontrol
mekanizmalarindandir. Bu fonksiyonel yapimin bozulmasi belirli hastaliklara sebep
olmaktadir. Epilepsi bu hastaliklardan biridir. Epilepsi, beyindeki anormal asir1 veya
senkronize ndronal aktiviteden kaynaklanan belirti ve/veya semptomlarin gegici
durumu olarak tanimlanan epileptik ndbetin, en az bir defa gergeklesmesidir. Nobet
olusumuna neden olan bu ndronal aktivitedeki bozukluk ise MSS’deki hiicrelerin
fonksiyonu iizerindeki etkiyi ifade etmektedir. Bunun ic¢in iiretilen ilaglarin
MSS’deki hiicrelerde etkinlik gostermesi dolayisiyla o hedef hiicrelerin zarlariyla
etkilesime girmesi mecburidir. Ciinkii ilaglar hiicre zarlarindaki lipidlerden olusmus
tabakalardaki porlardan pasif tasima ya da bu tabakalara yerlesmis kanal proteinleri
aracilifiyla gecer. Dolayisiyla tedavi amagli kullanilacak ilaglarin hiicre zarlariyla
iletisimini incelemek ilag etkinligini arttirmak ve molekiiler mekanizmasini
aciklamak agisindan biiyiilk onem tasimaktadir. Ilaclarin ve diger biesenlerin
lipidlerin iizerindeki etkilerini anlamak i¢in igerigi kontrol edilebilen model zarlarla
caligmalar yapmak yaygin bir yaklasimdir (Jacobson ve dig., 2019, Kirkogoglu ve
Tiirker-Kaya, 2019, Shestivska ve dig., 2018, Liossi ve dig., 2017, Losada-Pérez ve
dig., 2015, Altunayar ve dig., 2015).

Diisiik protein baglanmast ve viicuttaki dagilim seviyesi géz Oniine alindiginda
LCM’nin membran lipidlerine baglanmasi gerekir. Bu sebeple biz de ¢alismamizda,
LCM’nin DPPC lipidleri ile olusturulmus yapay zarlarla iliskisini aragtirdik. Bunun
icin KOL varliginda ve yoklugunda LCM’nin farkli konsantrasyonlardaki (%1, 10,
20 mol) DPPC lipozomlarindaki termotropik o6zellikleri (Tm ve AH) iizerindeki
etkilerini inceledik. Ek olarak KOL varliginda ve yoklugunda LCM (%20mol) i¢eren
DPPC lipozomlarinin hidrofilik ve hidrofobik bdlgeleri arasindaki molekiiler
baglanmalariin detaylar1 hakkinda bilgiler elde ettik. Lipidlerin bu tarz biyofiziksel

ozelliklerini inceleme avantajlar1 nedeniyle DSC ve FT-IR spektroskopisi kullanildi.
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DSC, termotropik parametrelerin 6l¢timiinii sunarken (Tm ve AH); FT-IR lipidlerin
acil zincirlerinin metilen ve metil gruplarmin (CH; ve CHjs) titresimleri, karbonil
gruplarinin (C=0) ve fosfat gruplarmin (PO) titresimlerinin gozlenmesiyle lipid
dinamikleri (akiskanlik), agil zincir esnekligi (diizeni) ve onlarin hidrasyon durumu

hakkinda veri sunar.

Tablo 3.1. ve Sekil 3.1’de gorildigi tlizere %10mol ve %20 mol
konsantrasyonlarindaki LCM’nin eklenmesiyle DPPC’nin Tm degerlerindeki artig
lipidlerin agil gruplarindaki bazi trans izomerlerinin gouche izomerlerine degisiminin
daha yiiksek sicakliklarda meydana gelmesi demektir. Yani, lipid bilayerlarin dis
hidrofobik bdlgedeki yani C1-C8 atomlarinin konumundaki LCM’nin varliginm
yansittyor olabilir. %1mol LCM eklenmesiyle ise DPPC lipozomlarinin Tm
degerinin %10 ve 20 mol eklenmesiyle ¢ok daha diisik olmast LCM’nin
fosfolipidler arasina girerek cift tabakadaki lipidlere baglandigin1 gosterir. Bu durum
LCM’nin %] kadar diisiik konsantrasyonda dahi DPPC lipozomlarinin termotropik
parametreleri lizerinde ¢ok etkili oldugunu aciklayabilir. Bodylece LCM’nin
termotropik davranig {izerine etkisi artan konsantrasyonuna bagli olmadig
belirtilmelidir. %1mol , %10mol ve %20mol LCM eklenmesiyle olusan AH
degerindeki kademeli azalis ise LCM’nin, agil zincirler arasindaki van der Waals
etkilesimlerini degistirerek bilayerlardaki paketlenmenin artmasina neden oldugu
seklinde yorumlanabilir. (Ezer ve dig., 2017, Altunayar ve dig, 2015, Ceckler ve
Cunningham, 1997).

Tablo 3.2.°deki sadece verilere gore saf DPPC lipozomlarina KOL eklenmesiyle
(%1, 10 mol) Tm degerinin daha diisiik sicaklifa kaydirmis olmasi da lipid acil
zincirleriyle KOL’un etkilesime girdigini gostermektedir (Meyer ve Smit, 2009). Bu
durum KOL’un lipidlerle kimyasal yapisindan dolay1 daha fazla baglanmalar yapip
zarin daha rijit hale gelerek lamel araliginin azaldigin1 gosteriyor olabilir (Alsop ve
dig., 2015). Bu da DPPC lipozomlarina KOL’un niifus etme kapasitesinin daha
yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilir. LCM igeren DPPC lipozomlarina %1mol
KOL eklemesi Tm degerini yliksek sicakliga; %10mol kolesterol eklemesi, diisiik
sicakliga kaydirmasi ve ayrica %1 ve %10mol KOL eklemesinin sirasiyla AH
degerini azaltmasi heterojen bir sistemin indiiklendigini gosterir (Gardikis ve

dig.2006). Yani bu durum LCM’nin kolesterol ile lipidlerin a¢il zincirleri arasindaki

32



van der Walls etkilesimlerini arttirdigint gostermektedir (Elger ve dig., 2016).
Yiiksek sicaklikta jel fazina gecis, isbirligi davranisi ve biiyiik entalpi degisimi ile
karakterize edilir (Kodama ve Kawasaki, 2010). Ayrica %20 mol LCM’e %10 mol
KOL eklenmesiyle Tm degerinin daha diisiik sicaklifa kaymasi (Sekil 3.1., Sekil
3.2.) KOL’un ilacin etkinligini degistirdigini gosterebilir.

Ana gecis zirvesi yag acil zincirlerinin hareketliligi ile iliskili oldugu i¢in AH ve Tm
gibi parametreler lipid-lipid baglanmalarinin egemen oldugu zarlarda onlarin faz
davraniglarint ve ayrica LCM’nin KOL ile DPPC lipidlerine ayrilmasi olarak
adlandirilabilecek herhangi bir molekiiliin baglanmasini yansitir. Bu baglamda DSC
sonuglarindan elde edilen bulgulara géore LCM ve KOL molekiilleri lipozomlardaki
hidrofilik bolgelerle etkilesime girmistir; bunun yani sira LCM’nin tek basina
lipozomlarda etkinligi yiiksekken KOL ile tek basina oldugu kadar etkinliginin
yiikksek olmadigr yoniinde bir degisim gozlenmistir. LCM ve KOL’un arasinda
fosfolipidlere baglanmak igin olusan rekabetinden kaynaklandigi sdylenebilir. Bu
durumlart molekiiler diizeyde detaylandirmak adina yaptigimiz FT-IR spektroskopisi
bulgularina gore, DPPC lipozomlarima LCM ve daha sonra KOL eklenmesiyle Sekil
3.3.’de gorildiigi gibi jel ve sivi kristal fazda CH, asimetrik gerilme bandinin
frekansindaki azalmanin tespiti DSC sonuglarmi destekleyerek sistemin daha rijit
hale geldigini gostermektedir (Altunayar ve dig., 2015). Ciinkii ana faz gecisi
(~41°C) sirasinda gergeklesen DPPC’nin CH; gerilme modlarinin tepe frekansindaki
kayma tiim fosfolipidlerdeki gouche konformerlerinden transa dogru yapilan
degisiklikle iliskilendirilmistir (Kazanci ve dig. 2001, Cameron ve Charette 1981).
Diger bir deyisle, bu bandin frekans degerleri fosfolipidlerin acil zincirlerinin yapisal
durumu yani diizenine bagli olarak degisir. Frekansin yliksek degerlere kaymasi,
gauche konformasyonlarmin sayisinin artisin1  (diizensizligi), diisiik degerlere
kaymasi ise trans konformasyonlariin sayisinin artisini (diizeni) ifade eder (Ergiin
ve dig., 2014, Yeagle 2004). Jel ve siwvi kristal fazdaki frekans azalmasi,
lipozomlardaki gouche konformerlerinin sayica azaldigini yani sistemin agil zincir

diizeninin arttirildigini géstermektedir (Garip ve Severcan, 2010).

DPPC lipozomlarmin dinamikleri hakkindaki bilgi CH2 asimetrik gerilme
bandindaki bant genisliginden elde edilir (Ezer ve dig., 2017, Sahin ve dig., 2013,
Lopez-Garcia ve dig., 2013). Sekil 3.4.’de tespit edilen CH, asimetrik gerilme
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bandindaki bant genisligindeki LCM eklenmesi ile olusan azalis yine membran
dinamigini arttirict yonde etki ettigini gostermektedir. LCM’nin lipozomlar
tizerindeki bu davranisi, aksiyon potansiyeli olugsmasi tizerindeki onleyici etkileri ile
ilgili olabilir. Bu néropatik agriya kullanimi ile de iliskilendirilebilir (Beyreuther ve
dig., 2006). Ustelik ayn1 sekildeki gosterilen LCM’li lipozoma KOL eklenmesi ile
CH; asimetrik gerilme bandindaki bant genisliginde olusan daha az azalig ise
membran dinamiginde sadece LCM igeren lipozomlara gére daha az arttirict etki
oldugunu destekler niteliktedir. Prensip olarak KOL, saf DPPC lipozomlarina
eklendiginde jel fazdaki akiskanlig1 azaltirken siv1 kristal fazda arttirir (Altun ayar ve
dig., 2015, Lopez- Garcia ve dig.,1993). Bununla birlikte c¢alismamizda CH;
asimetrik gerilme bant genisligindeki azalisin KOL ilavesiyle gozlenen artigi, yani
KOL eklenmesiyle rijitlik artist LCM’nin de akigkanlik azaltict etkisinden
kaynaklanabilir. Bu baglamda DPPC+ %10 mol KOL+ %20 mol LCM o6rneginde
Tm ve bant genisliginde diger 6rneklerden daha yiiksek oldugu belirtilmelidir. Her
ne kadar bu bulgunun tim Ornekler arasinda bir fark olmadigi seklinde
yorumlanmasi beklense de, modern zar calismalari icin bu tiir degisiklikler hala
LCM, DPPC lipideri ve KOL arasinda etkilesim oldugu anlamina gelebilir. Bu ayni1
zamanda FT-IR calismasinin verilerinin yan1 sira AH degerindeki belirgin

degisimleri yansitabilir. (Yagis ve Tiirker-Kaya, 2018)

Sekil 3.5.°de goriilen CH3 simetrik gerilme bandinin jel ve sivi kristal fazin her
ikisinde frekans degerinde DPPC lipozomlarina %20 mol LCM eklenmesiyle
gozlenen artma membranin i¢ kisimlarindaki agil zincirlerinin gouche
konformerlerinin arttigini yani membran diizensizliginin arttigini
gostermektedir(REF?). %20 mol LCM ile %10 mol KOL eklenmesiyle degerde
tekrar bir azalma gozlenmesi; iistelik sivi kristal fazda bu azalis neredeyse saf
DPPC’nin siv1 kristal fazindaki degere dondiirecek kadar olmasi KOL eklenmesiyle
LCM ile olusan bu diizensizligin azaldigini ifade eder. Bu da KOL molekiiliiniin
LCM ile karsilastirlldiginda zar lipidlerinin daha i¢ kisimlarina yerlesebildigini
gostermektedir. Benzer sekilde DSC bulgularina gére LCM’nin DPPC termotropik
Ozellikleri tizerine yaptigt degisiklikler KOL eklenmesiyle daha etkin hale
dontigmiistiir. Bu durum yukarida bahsedilen KOL’un lipidler arasina penetrasyon

kabiliyetinin daha yiiksek oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 3.6’da ayirt edilen C=0 gerilme bantlarindaki %20 mol LCM eklenmesiyle jel
ve kristal fazlarda olusan frekanstaki azalma, jel ve kristal fazlarda LCM’nin gliserol
iskeleti ve fosfat kafa gruplar1 veya etrafindaki su molekiilleriyle hidrojen
baglanmalar1 yaptigin1 gosterirken KOL’un neden oldugu bu frekanslardaki artma
hidrojen baglanmalarinda azaltici etki yarattigini gostermektedir (Bilge ve dig., 2014,
Kazanci ve dig., 2001). Yani sivi-kristal fazda KOL, fosfolipidlerde serbest C=0
gruplarinin artisina sebep olmustur. Sekil 3.7.’de de jel ve sivi-Kristal fazdaki PO,
gerilme bandindaki %20 mol LCM ile olusan azaliglar ilacin fosfolipidlerin kafa
gruplart ile Kkuvvetli hidrojen baglari yaptigini, KOL’un ise bu baglanmalar
azalttigini da gosterir. LCM ve KOL’un hem karbonil hem de DPPC lipidlerinin kafa
gruplar1 ile hidrojen baglanmalar1 yapmasi, hem KOL’un hem de LCM’nin,
Altunayar ve digerleri tarafindan bildirildigi gibi lipid acil zincir esnekligini ve lipid
dinamiklerini degistirme giicline sahip olduguna isaret edebilir (Barroso ve dig.,
2015, Altunayar ve dig., 2015). Cift tabakada KOL, lipid dolgusunu etkilemektedir
(Wang ve London, 2018). Bennett ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alisma KOL
molekiilii, bilayerlerde fosfolipit komsularina kabaca paralel bir sekilde hizalandigin
ve KOL’un 3-B-hidroksil grubunun, sulu ara yiize yakin olan agil karbonil
gruplariin yakininda bulundugunu gosterir (Bennett ve dig., 2018). C=0 ve PO,
gerilme bandlarindaki ulastigimiz veriler, LCM ve KOL’un DPPC lipidlerinin
hidrofilik kisimlari ile etkilesime girme egilimini gostererek bu ¢alismayr destekler
niteliktedir. Ayrica yapilan bu c¢alismalarda, KOL’un lipid agil zincirleriyle
etkilesime girdiginde, daha fazla trans konformasyonlar1 ve van der Waals
etkilesimleri olusturmasi nedeniyle olusan alanin entaljik agidan elverisli oldugunu
ifade etmektedir. Zaten KOL ve LCM’nin kimyasal formiilii nedeniyle bu tiir
gruplarla hidrojen bagi yapmasi beklenmektedir. LCM, 2 hidrojen bag alic1 ve 3
verici gruba sahipken KOL, 1 hidrojen alict ve 1 verici gruba sahiptir. LCM ve
KOL’un sahip olduklar1 hidrojen bag yapabilen gruplarinin bulunmasi nedeniyle
fosfolipidlerdeki PO, ve C=0 gruplart LCM ve KOL’un bu gruplarina baglanacak
bir alan olmus olabilir. Daha detaylandirmak gerekirse LCM i¢in hidrojen bagi,
DPPC lipidlerinin C=0 ve PO, gruplart arasinda ve birbirlerinin lipid gruplarindan
ziyade LCM’nin N-H ve O gruplar1 veya su molekiilleri ile meydana gelebilir.
Bildigimiz kadariyla LCM’nin ¢6ziiniirliigi bilinmesine ragmen LCM’nin lipidler

tizerindeki bu yetenegi daha dnce bildirilmemistir. LCM ve KOL igeren 6rneklerde,

35



C=0 ve PO; gerilme bandlarinin frekans degerlerinde hala azalma olsa da bu
diisiisiin derecesi LCM’nin kendisindeki diisiisten daha az goriiniiyordu. Bu LCM ve
KOL arasindaki rekabetten kaynaklanmis olabilir. Ozellikle KOL’un kutupsal OH
gruplar1 ve sudaki PC’lerin oksijen atomlariyla hidrojen bagi yapacaktir. Ek olarak,
LCM ve KOL arasinda bir iliski olmast da muhtemeldir. Ancak, bu tir KOL
etkisinin olasilig1 ¢ok diisiiktiir. Ciinkii hidrojen bag alic1 ve kabul eden gruplarinin

sayisi sirastyla 1 ve 1°dir.

Ayrica bahsedilen bu bantlardaki bulgulara gére KOL eklenmesi ile olusan LCM
hidrojen baglanmalarindaki azalma LCM’nin de KOL’un de aym bdlgelere
baglanma gergeklestirdigi i¢in aralarinda rekabet olusturdugundan meydana geldigi

soylenebilir (Yagis ve Tiirker-Kaya, 2018).

Biyolojik zarlarda heterojen yapiyr olusturan molekiillerden biri de proteinlerdir
(Lingwood ve Simons, 2010). Lipidlerin arasina boydan boya yerlesmis proteinler
(periferal) ile tek tabakada gomiilii proteinler (integral) bulunur. integral ve periferal
proteinler lipidlerin hidrofobik ve hidrofilik bolgelerindeki konformasyonel
degisikliklerinden etkilenirler (Johnson ve Cornell, 2009, Lomize ve dig., 2007,
Agasester ve dig., 2003). LCM’nin biyolojik sistemlerde meydana getirebilecegi
degisikliklerden birisi, lipidlerin hidrofilik kisimlarinda meydana getirdigi
degisikliktir. Bu lipidlerin etrafindaki integral proteinlerin de yapisinda degisiklik
olusturabilecegi seklinde yorumlanabilir (REF). Eger yapisal degisiklige ugrattigi
proteinler hiicrenin disa bakan kisminda bulunan glikoprotein molekiilleri ise
LCM’nin dolayli olarak hiicrenin 6zgiilliigiinii degistirebildigi sdylenebilir. Ya da
yapisal degisiklige ugrattigi protein sinyal iletimi ya da madde tasinmasinda gorevli
bir protein (Newcomer ve dig., 1998, Escriba ve dig., 1997) ise proteinlerin bu
gorevleri tlizerinde olumlu ya da olumsuz etki olusturabilecegi soylenebilir.
Literatiirde bulunan birka¢ calisma LCM etkisinin hiicre baglanti noktalarinda
elektriksel baglantiyr arttirmasi {izerinde durmus olmasi s6z konusu yorumu
destekler niteliktedir (Hebeisen ve dig., 2015, Licko ve dig., 2013, Doty ve dig.,
2007). Bunun yami sira bazi proteinlerin biyolojik membranlar1 kavisli sekillerde
iskeletleme potansiyeline sahip olduguna dair birgok ¢alisma mevcuttur (Stachowiak
ve dig., 2012, Baumgart ve dig., 2011, Daumke ve dig., 2007, Antonny, 2006,
Shibata ve dig., 2006, Praefcke ve McMahon, 2004, Peter ve dig., 2004, Bremser ve
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dig., 1999). Gergek zar sistemlerinde Ozellesmis proteinlerin zardaki lipidlere
baglanarak zar ylizeyinde kavislenmeler ile egrilikler yarattigi bilinmektedir.
Membran egriliginin olusmasina katkida bulunan bu proteinler hidrofobik ve/veya
amfipatik pargalar icerdigi i¢in membranin belirli bir derinligine niifus ederek
etkinligini gosterir (Campelo ve dig., 2008). Bu baglamda LCM’nin zar lipidlerinin
konfigiirasyonunda  degisiklik  yaratmasi zar proteinlerinin  fosfolipidlere
baglanmalarmi degistirerek hiicre zar egriligini de degistirebilecegi yorumu
getirilebilir. Armstrong ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma, KOL molekiillerinin de
lipid matriksinde diizgiin sekilde dagildigini ve KOL’un lipid basina diisen alani
azalttigini ifade etmektedir (Armstrong ve dig., 2013, Roher ve dig., 2002). Bu da Lo
fazini tercih eden KOL’un, zarda maksimum 6l¢lide uzamalara neden oldugunu yani
Ld alanlarindan daha kalin oldugunu gésterir (Lingwood ve Simons, 2010, Hurley ve
dig., 2010). Hiicre zar kalinligin1 ve lipidler aras1 baglanmalar1 degistirdigi i¢in KOL

i¢in de zar egriligi olusumu tizerine etkilere meydana getirebilecegi de sdylenebilir.

Ayrica lipozomlar kompozisyon degiskenligi ve yapisal o6zellikleri nedeniyle tip,
eczacilik, kozmetik ve gida endiistrilerinde kullanilmaktadir (Laouini ve dig., 2012).
Toksik olmayan ve biyolojik olarak pargalanabilen ilag dagilim sistemleri olarak
kullanilabilir. Ozellikle hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglar kapsiillenerek hedef
hiicrelere gonderilebilir (Trucillo ve dig., 2017, Laouini ve dig., 2013). Bu calisma
bu tarz uygulamalarin gelistirebilmesi i¢in de LCM gibi ilaglarin molekiiler

uygunlugunun tespit edilmesine dnayak olabilir.

LCM gibi yeni kusak AED’ler diger ilaglarla daha az etkilesime girecek sekilde
tiretilmistir. Ve bir AEI’den beklenen en 6nemli ozelliklerden biri de iyi bir
biyoyararlanma orani olmasidir. Bu sebeple bu ¢alismada yapilan molekiiler diizeyde
arastirma LCM’nin zarlardaki etkinligini arttirarak biyoyararlaniminin arttirilmasi

yoniinde yapilacak calismalara da 151k tutacaktir.

Bu tarz modelleme sistemleri gergek hiicre zarlarinin karmagikliginin modiile
edilmesinde de biiyiilk 6nem tasimaktadir (Armstrong ve dig., 2013, Meyer ve dig.,
2008).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bir ilacin etkinligi, onun hiicre zarlarindaki molekiiler etkilesimi ile belirlenir. Bu
nedenle bir ilacin gelistirilmesi ve daha islevli hale getirilebilmesi i¢in o ilacin hiicre
zarlarinda yarattigt konumsal ve konformasyonel farkliliklar ortaya c¢ikarilmalidir.
Bu baglamda bu c¢alismada LCM’nin, DPPC lipid cesitlerinden olusturulmus
lipozomlardaki etkilesimine bakildi. Ustelik memeli hiicre zarlarinda bol bulunan ve
hiicre zarlarin1 daha rijit hale getirerek madde giris ¢ikislarii degistirebilen KOL
molekiilleri de lipozomlara eklenerek biyolojik membranlara daha yakin bir ¢alisma
sunulmustur. Calismada DSC teknigi ile KOL igeren ve igermeyen lipozomlarin
LCM ile termotropik degisimleri incelendi. Ayrica FT-IR ile ilag, lipid ve KOL un
baglanmalar1 tizerine detayli aragtirma yapildi. Elde edilen bulgular sayesinde, LCM
ve KOL’iin membranlardaki olast etkileri molekiiler diizeyde arastirildi. Boylece
LCM ve KOL’un etki mekanizmasi ile ilgili fayda sagayacak bilgiler elde edildi.
Buna karsin saf lipidlerden olusmus vezikiillerde ayn1 Tm’e sahip iki lipid farkli
bglanma derecesi sergileyebilir (Wang and London, 2018). Bu nedenle de daha
detayli baglanma bilgisi ve hiicre i¢i konumu hakkinda Niiklear Manyetik Rezonans
(NMR), Notron Triple-axis Spektroskopisi (TAS) gibi daha spesifik incelemeler

yapan biyofiziksel yontemlerle ¢calismalara devam edilmelidir.

Uzun siireli nobetleri ve ciddi nébetle iligkili yaralanma ve komplikasyonlarin
kontrolii, hastalar ve toplum i¢in agir bir yiiktiir (Keezer, Sisodiya, & Sander, 2016).
Bu nedenle, epilepsinin kesin mekanizmasi hakkinda daha derin veya alternatif bir
anlayisa sahip olmak ve bu nedenle ilaca direncli epilepsiyi kontrol etmek i¢in daha
umut verici terapotik yaklasimlar veya ilag hedefleri gelistirmek i¢in Onemli
derecede bir ihtiya¢c vardir. Bu nedenle bu yapilan caligma, LCM gibi epileptik
ilaglarin hastalik tedavisindeki roliinii anlamak i¢in yapilan ¢aligsmalara ve ihtiyaglara

kaynak olacaktir.

38



KAYNAKLAR

A. Baheerathan, W. J. Brownlee, F. Rug-Gunn, D. T. Chard, S.A., Trip
Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder Related Tonic Spasms Responsive to
Lacosamide. Multiple Sclerosis and Related Disorders, 2017, 13, 73-74.

Abou-Khalil B., Levetiracetam in the treatment of epilepsy. Neuropsychiatric
Disease and Treatment 2008, 4, 507-523.

Agasester A.V., Halskau 0., Fuglebakk E., Froystein N. A., Muga A., Holmsen H.,
Martinez A., The Interaction of Peripheral Proteins and Membranes Studied with a-
Lactaloumin and Phospholipid Bilayer of Various Composition. The Journal of
Biological Chemistry, 2003, 278(24), 21770-21797.

Al-Holy M.A, Lin M., Cavinato A.G., Rasco B.A., The Use of Fourier Transform
Infrared Spectroscopy to Differentiate Escherichia coli O127:H7 From Other
Bacteria Inoculated Into Apple Juice. Food Microbiology, 2006, 23, 162-168.

Ali S.S., Zia M.K., Siddiqui T., Ahsan H., Khan F.H., Biophysical Analysis Of
Interaction between Curcumin And Alpha-2-Macroglobulin. International Journal
Of Biological Macromolecules 2019, 385-390.

Almeida R.F.M., Joly E., Crystalization Around Solid-Like Nanosized Docks Can
Explain The Specificity, Diversty And Stability Of Membrane Microdomains.
Frontiers in Plant Science 2014.

Alsop R.J., Toppozini L., Marquardt D., Kucerka N., Harroun T.A., Rheinstidter
M.C., Aspirin Inhibits Formation of Cholesterol Rafts in Fluid Lipid Membranes,
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) Biomembranes, 2015, 1848, 805-812.

Altunayar C., Sahin I., Kazanct N., A Comparative Study of The Effects of
Cholesterol and Desmosterol on Zwitterionic DPPC Model Membranes. Chemistry
and Physics of Lipids, 2015, 188, 37-45.

Antonny B., Membrane deformtion by protein coats. Current Opinion in Cell
Biology, 2006, 18(4), 368-394.

Anwekar H., Patel S., Singhai A. K., Liposomes and drug carries. International
Journal of Pharmaceutical And Life Sciences 2011, 945-951.

Armstrong L. C., Marquardt D., Dies H., Kucerka N., Yamani Z., Harroun T. A.,
Katsaras J., Shi A., Rheinstadter M.C., The Observation of Highly Ordered Domains
in Membranes with Cholesterol. Plos ONE, 2013.

Bangham A.D., Liposomes: The Babraham Connection. Chemistry And Physics Of
Lipids, 1993, 275-285.

39



Bangham A.D., Standish M.M., Watkins J.C., Diffusion Of Univalent fons Across
The Lamellae Of Swollen Phospholipids. Journal Of Molecular Biology, 1965, 238-
252.

Barenholz Y., Sphingomyelin And Cholesterol: From membrane Biophysics And
Rafts To Potential Medical Applications. Membrane Dynmaics And Domains, 2004,
37, 167-215.

Barroso R., Basso G., Costa-Filho A., Interactions of the antimalarial amodiaquine
with lipid model membranes. Chemistry and Physics of Lipids, 2015, 186, 68-78.

Barron C., Prediction of Relative Tissue Proportions In Wheat Mill Streams by
Fourier Transform Mid-infrared Spectroscopy. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2011, 59, 10442-10447.

Baumgart T., Capraro B.R., Zhu C., Das S.L., Termodynamics and Mechanics of
Membrane Curvature Generation and Sensing by Proteins and Lipids. Annual Review
of Physical Chemistry, 2011, 62, 483-506.

Ben-Menachem E., Biton V., Jatuzis D., Abou-Khalil B., Doty P., Rudd G.D.,
Efficacy and Safety of oral Lacosamide As Adjunctive Therapy In Adults With
Partial-Onset Seizures. Epilepsia, 2007, 1308-1317.

Bennett W.F.D., Shea J.E., Tieleman D.P., Phospholipid Chain Interactions With
Cholesterol Drive Domain Formation In Lipid Membranes. Biophysical Journal,
2018, 114, 2595-2605.

Beyreuther B., Callizot N., Stohr T., Antinociceptive efficacy of lacosamide in a rat
model for painful diabetic neuropathy. European Journal of Pharmacology, 2006,
539(1-2), 64-70.

Beyreuther B.K., Freitag J., Heers C., Krebsfanger N., Scharfenecker U., Stohr T.,
Lacosamide: A Review Of Preclinical Properties. CNS Drug Reviews, 2007, 21-42.

Bialer M., Johannessen S. 1., Kupferberg H. J., Levy R. H., Perucca E., Tomson T.,
Progress report on new antiepileptic drugs: A summary of the Eight Eilat Conference
(EILAT VIII). Epilepsy Research, 2007, 73, 1-52.

Bilge D., Kazanc1i N., Severcan F., Acyl chain length and charge effect on
Tamoxifen-lipid model membrane interactions. Journal of Molecular Structure,
2013, 1040, 75-82.

Bilge D., Sahin I, Kazanci N., Severcan F., Interactions of Tamoxifen with
Distearoyl Phosphatidycholine Multilamellar Vesicles: FTIR and DSC Studies.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 2014, 130,
250-256.

Biton V., Rosenfield W.E., Whitesides J., Fountain N.B., Vaiciene N., Rudd G.D.,
Intravenous Lacosamide As Replacement For Oral Lacosamide In Patients With
Partial-Onset Seizures. Epilepsia 2008, 418-424.

40



Bloom M., Evans E., Mouritsen O.G., Phisical Proparties Of The Fluid-blayer
Component Of Cell Membranes: A Perspective. Quarterly Reviews Of Biophysics
1991: 293-397.

Bloom M., Mouritsen M., The Evolution Of Membranes. Canadian Journal Of
Chemistry, 1988, 706-712.

Bremser M., Nickel W., Schweikert M., Ravazzola M., Amherdt M., Hughes C.A.,
Sollner T.H., Rothman J.E., Wieland F.T., Coupling of Coat Assembly and Vesicle
Budding to Packaging of Putative Cargo Receptors. Cell, 1999, 96(4), 495-506.

Briuglia M., Rotella C., McFarlance A., Lamprou D.A., Influence of cholesterol on
liposome stability and on in vitro drug release. Drug Delivery and Translational
Reserch, 2015, 5, 231-242.

Bultmann T., Lin H., Wang Z., Huang C., Thermotropic and Mixing Behavior of
Mixed-Chain Phosphatidylcholines with Molecular Weights Identical with That of
L-a-Dipalmitoylphosphatidylcholine. Biochemistry, 1991, 30, 7194-7202.

C. Bourgaux, P. Couvreur, Interactions of Anticancer Drugs With Biomembranes:
What Can We Learn From Model Membranes. Journal of Controlled Release, 2014,
190, 127-138.

Cameron P.G., ve Charette G.M., Automation Of Fourier-transform Infrared Of
Temperature Induced Phenomena. Applied Spectroscopy, 1981, 35, 224-225.

Campelo F., McMahon H.T., Kozlov M.M., The Hydrophobic Insertion Mechanism
of Membrane Curvature Generation by Proteins. Biophysical Journal, 2008, 95(5),
2325-2339.

Cascales J.J.L., Otero T.F, Smith B.D., Gonzalez C., Marquez M., Model Of An
Asymmetric DPPC/DPPS Membrane: Effect Of Asymmetry On The Lipid
Properties. A Molecular Dynamics Simulation Study. The Journal Of Physical
Chemistry B, 2006, 2358-2363.

Castelli F., Caruso S., Uccella N. Biomimesis of Linolenic Acid Transport Through
Model Lipidic Membranes by Differential Scanning Calorimetry. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 2003, 51, 851-855.

Cawello W., Clinical Pharmacokinetic and Pharmachodynamic Profile Of
Lacosamide. Clinical Pharmacokinetics 2015:901-914.

Cawello W., Stockis A., Andreas J.O., Dimova S., Advances In Epilepsy Treatment:
Lacosamide Pharmacokinetic Profile. Annals Of The New York Academy Of
Sciences, 2014, 1329, 18-32.

Ceckler T.L., Cunningham B.A., Transition State Thermodynamics of Lipid Bilayers
Characterized by Differential Scanning Calorimetry. The Chemical Educator, 1997,
2,1-17.

Chiu S.W., Jakobsson E., Scott .L., Combined Monte Carlo And Molecular
Dynamics Simulation Of Hydrated Lipid-Cholesterol Lipid Bilayers At Low
Cholesterol Concentration. Biophysical Journal, 2001, 80, 1104-1114.

41



Chung S., Ben-Menachem E., Sperling M.R., Rosenfeld W., Fountain N.B.,
Benbadis S., Hebert D., Isojdrvi J., Doty P., Examining the Clinical Utility of
Lacosamide. CNS Drugs, 2010, 24, 1041-1054.

Chung S., Sperling M.R., Biton V., Krauss G., Hebert D., Rudd G. D., Doty P.,
Lacosamide as adjunctive therapy for partial-onset seizures: A Randomized
controlled trial. Epilepsia, 2010, 51, 958-967.

Class S.D., Dalton C.R., Hancock B.C., Differential Scanning Calorimetry:
applications in drug development. Research Focus, 1999, 311-320.

Cristani M., D’Arrigo M., Mandalari G., Castelli F., Sarpietro M.G., Micieli D.,
Venuti V., Bisignano G., Saija A., Trombetta D., Interaction of Four Monoterpenes
Contained in Essential Oils with Model Membranes: Implications for Their
Antibacterial Activity. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2007, 55, 6300-
6308.

Daumke O., Lundmark R., Vallis Y., Martens S., Butler P.J.G., McMahon H.T.,
Architectural and mechanistic insights into an EHD ATPase involved in membrane
remodelling. Nature, 2007, 449, 923-927.

Doty P., Rudd G. D., Stoehr T., Thomas D.: Lacosamide. Neurotherapeutics, 2007,
4, 145-148.

Elger C.E., Rademacher M., Brandt C., EImoufti S., Dedeken P., Eckhardt K.,
Tennigkeit F., Backer M., Changes in hormone and lipid levels in male patients with
focal seizures when switched from carbamazepine to lacosamide as adjunctive
treatment to levetiracetam: A small phase Illb, prospective, multicenter, open-label
trial. Epilepsy&Behavior, 2016, 62, 1-5.

Errington A.C., Stohr T., Heers C., Lees G., The Investigational Anticonvulsant
Lacosamide Selevtively Enhances Slow Inactivation of Voltage-Gated Sodium
Channels. Molecular Pharmacology, 2008, 73, 157-169.

Ezer N., Sahin 1., Kazanci N., Allin interacts with DMPC model membranes to
modify the membrane Dynamics: FTIR and DSC Studies. Vibrational Spectroscopy,
2017, 89, 1-8.

Falco-Walter J.J., Scheffer I.E., Fisher R.S., The New Definition and classification of
seizures and epilepsy. Epilepsy Research, 2018, 139, 73-79

Fisher R.S., Acevedo C., Arzimanoglou A., Bogacz A., Cross J.H., Elger C.E., Engel
J., Forsgren L., French J.A., Glynn M., Hesdorffer D.C., Lee B.l., Mathern G.W.,
Moshé S.L., Perucca E., Scheffer I.LE, Tomson T., Watanabe M., Wiebe S. ILAE
Official Report: A Practical Clinical Definition Of Epilepsy. Epilepsia 2014, 55,
475-482.

Fisher S .R. ,Van Emde Boas W. ,Bluem W. ,Elger C. ,Genton P. ,Lee P. ,Engel J.
Epileptic Seizures and Epilepsy: Definitions Proposed by the International League
Againts Epilepsy (ILAE) and the international Bureau for Epilepsy (IBE). Epilepsia,
2005, 46, 470-472.

42



G.C. Arslan, F. Severcan, The Efects Of Radioprotectant Potantial Antioxidant
Agent Amifostine On The Structure And Dynamics Of DPPC And DPPG
Liposomes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, 2019, 1861, 1240-
1251.

Gardikis K., Hatziantoniou S., Viras K., Demetzos, Effect Of A Bioactive Curcumin
Derivative On DPPC Membrane: A DSC And Raman Spectroscopy Study.
Thermochimica Acta, 2006, 477, 1-4.

Garip S. Ve Severcan F., Determination of simvastatin-induced changes in bone
composition and structure by Fourier transform infrared spectroscopy in rat animal
model. Journal of Pharmaceutical And Biomedical Analysis, 2010, 52, 580-588.

Gaschler M.M., Stockwell B.R., Lipid Peroxidation In Cell Death. Biochemical And
Biophysical Research Communications, 2017, 15, 419-425.

Gharib R., Auezova L., Charcosset C., Greige-Gerges H., Effect Of Series Of
Essential Oil Molecules On DPPC Membrane Fluidity: A Biophysical Study.
Journal Of The Iranian Chemical Society, 2018, 15, 75-84.

Gharib R., Greige-Gerges H., Fourmentin S., Charcosset C., Auezova L., Liposomes
incorporating cyclodextrin—drug inclusion complexes: Current state of knowledge.
Carbohydrate Polymers, 2015, 175-186.

Gonzalez H.F.J., Yengo-Kahn A., Englot D.J., Vagus Nerve Stimulation for the
Treatment of Epilepsy. Neurosurgery Clinics of North America, 2019, 30, 219-230

Griffiths P.R., Haseth J.A., Fourier Transform Infrared Spectrometry, second
edition. John Wiley & Sons, Inc, New Jersey, 2007.

Haines P.J., Reading M., Wilburn F.W., Handbook Of Thermal Analysis And
Calorimetry, Elsevier, England, 1998.

Haines T.H., Do sterols reduce proton and sodium leaks through lipid bilayers?
Progress In Lipid Research, 2001, 299-324.

Halasz P., Kilvidinen R., Mazurkiewicz-Beldzinska M., Rosenow F., Doty P.,
Hebert D., Sullivan T., Adjunctive lacosamide for partial-onset seuzires: Efficacy
and safety results from a randomized controlled trial. Epilepsia, 2009, 50, 443-453.

Halling K.K., Ramstedt B., Nystrom J.H., Slotte J.P., Nyholm T.K.M., Cholesterol
Interactions With Fluid Phase Phospholipids: Effect On The Lateral Organization Of
The Bilayer. Biophisical Journal, 2008, 3861-3871.

Halling K.K., Slotte J.P., Membrane Properties Of Plant Sterols In Phospholipid
Bilayers As Determinated By Differential Scanning Calorimetry, Resonance Energy
Transfer And Detergent Induced Solubilization. Biochimica At BioPhisica Acta
(BBA)- Biomembranes, 2004, 161-171.

Hebeisen S., Pires N., Loureiro A.l.,, Bonifacio M.J.,, Palma N., Whyment A.,
Spanwick D., Soares-Silva P., Eslicarbazepine and the enhancement of slow

43



inactivation of voltage-gated sodium channels: A comparison with carbamazepine,
oxcarbazepine and lacosamide. Neuropharmacology, 2015, 89,122-135.

Helmstaedter C., Witt J.A., The Longer-term Cognitive Effects Of Adjunctive
Antiepileptic Treatment With Lacosamide In Comparison With Lamotrigine And
Topiramate In A Naturalistic Outpatient Setting. Epilepsy & Behavior, 2013, 26,
182-187.

Hogberg C.J, Nikitin A.M., Lyubartsev A.P., Modification Of The CHARMM Force
Field For DMPC Lipid Bilayer. Journal Of Computational Chemistry, 2008, 2359-
2369.

Hurley J.H., Boura E., Carlson L.A., Rozycki B., Membrane Budding. Cell, 2010,
143(6), 875-887.

Husain A., Chung S., Faught E., Isojarvi J., McShea C., Doty P., Long-term safety
and efficacy in patients with uncontrolled partiel-onset seizures treated with
adjunctive lacosmide: Results from a phase 11l open-label extension trial. Epilepsia,
2012, 53, 521-528.

Hyvonen M.T., Kovanen P.T., Molecular Dynamics Simulations Of Unsaturated
Lipid Bilayer: Effects Of Varying The Numbers Of Double Bonds. European
Biophysics Journal, 2005, 294-305.

Jacobson K., Liu P., LAgerholm B.C., The Lateral Organization and Mobility of
Plasma Membrane Components. Cell, 2019, 177(4), 806-819.

Jacop R.F. ve Mason R.P., Lipid Peroxidation Induces Cholesterol Domain
Formation In Model Membranes. Journal Of Biological Chemistry, 2005, 280,
39380-39387.

Jambeck J.P.M., Lyubartsev A.P., An Extension and Further Validation of an All-
Atomistic Force Field For Biological Membranes. Journal of Chemical Theory And
Computation, 2012, 8(8), 2938-2948.

Johnson J.E., Cornell R.B., Amphitropic proteins: regulation by reversible membrane
interactions. Molecular Membrane Biology, 2009, 16(3), 217-235.

Jovanovi¢ A.A., Balan¢ B.D., Ota A., Grabnar P.A., Djordjevi¢ V.B., Savikin K.P.,
Bugarski B.M., Nedovi¢ V.A., Ulrih N.P., Comparative Effects Of Cholesterol And
B-Sitosterol On The Liposome Membrane Characteristics. European Journal Of
Lipid Science And Technology, 2018, 120, 1-11.

K. Simons, E. lkonen, Functional Rafts In Cell Membranes. Nature, 1997, 387, 569-
572.

Kalilani L., Chao L., Louis-Pierre B., Gold M., Lacosamide And Concomitant Use

Of Antiepileptic And OTher Medication In A US Population-A Retrospective Cohort
Study. Epilepsy&Behavior, 2017, 72, 51-57.

44



Kazancit N., Toyran N., Haris P. 1., Severcan F., Vitamin D2 At High And Low
Concentrations Exert Opposing Effects on Molecular Order And Dynamics of
Dipalmitoyl Phosphatidylcholine Membranes. Spektroscopy: An International
Journal, 2001, 15, 47-55.

Kirkogoglu H., Tiirker-Kaya S., The investigation of the interaction of armodafinil
with membrane lipids by using DPPC model Membrane System. Tiirk Hijyen ve
Deneysel Biyoloji Dergisi, 2019, 41-52.

Kobayashi K., Endoh F., Ohmori I., Akiyama T., Action of Antiepileptic Drugs on
Neurons. Brain and Development, 2019.

Kodama M., Kawasaki Y., Structural Role Of Mismatched C-C Bonds In A Series
Of D-erythro-spingomyelins As Studied By DSC And Electron Microscopy.
Chemistry and Physics of Lipids, 2010, 163, 514-523.

Konyakhina T.M., Goh S.L., Amazon J., Heberle F.A., Wu J., Feigenson G.W.,
Contol Of A Nanoscopic-to-Macroscopic Transition: Modulated Phases In Four-
Component DSPC/DOPC/POPC/Chol Giant Unilamellar Vesicles. Biophysical
Journal, 2011, 101, L8-L10.

Kuo A.-T., Chang C.-H., Cholesterol Indused Condensing And Disordering Effects
On A RigidCatanionic Bilayer: A MoleCular Dynamics Study. Langmuir, 2014, 55-
62.

Kwan P., Brodie M. J., Neuropsychological Effects of Epilepsy And Antiepileptic
Drugs. THE LANCET, 2001, 357(951), 216-222.

Lancman M.E., Fertig E.J., Trobliger R.W., Perrine K., Myers L., lyengar S.S.,
Malik M., The Effects Of LAcosamide On Cognition, quality-of-life Measures, And
Quality Of Life In Patients With Refractory PArtial Epilepsy. Epilepsy&Behavior,
2016, 61, 27-33.

Lange Y., Steck T.L., Cholesterol Homeostasis And The Escape Tendency(Activity)
Of Plasma Membrane Cholesterol. Progress And Lipid Research, 2008, 47, 319-332.

Laouini A., Charcosset C., Fessi H., Holdich R.G., Vladisavljevic G.T., Preparation
Of Liposomes: A Novel Application Of Microengineered Membranes-From
Laboratory Scale To Large Scale. Colloids And Surfaces B: Biointerfaces, 2013, 112,
272-278.

Laouini A., Maalej-Jaafar C., Limayem-Blouza I., Sfar S., Charcosset C., Fessi H.,
Preparation, Characterization And Applications of Liposomes: State of The Art.
Journal of Colloid Science And Biotechnology, 2012, 1, 147-168.

Larkin P.J., Infrared and Raman Spectroscopy: Principles and Spectral
Interpretation, 2nd ed., Elsevier, United Kingdom, 2018.

Leekumjorn S., Sum A.K., Molecular Studies of The Gel to Liquid-Crystalline Phase
Transition for Fully Hydrates DPPC and DPPE Bilayers. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) Biomembranes, 2007, 1768, 354-365.

45



Licko T., Seeger N., Zellinger C., Russmann V., Matagne A., Potschka H.,
Lacosamide treatment following status epilepticus attenuates neuronal cell loss and
alterations in hippocampal neurogenesis in a rat electrical status epilepticus model.
Epilepsia, 2013, 54(7), 1176-1185.

Liguori C., Izzi F., Manfredi N., Mercur, N.B., Placidi F., Lacosamide may Iimprove
Cognition in Patients With Focal Epilepsy: EpiTrack to Compare cognitive Side
Effects Of Lacosamide and Carbamazepine. Epilepsy&Behavior Case Reports, 2018,
35-37.

Lin J.J., Mula M., Hermann B.P., Uncovering The Neurobehavioural Comorbidities
Of Epilepsy Over The Lifespan. THE LANSET, 2012, 380, 1180-1192.

Lingwood D., Simons K., Lipid Rafts As a Membrane-Organizing Principle. Science,
2010, 437(5961), 46-50.

Liossi A, Ntountaniootis D., Kellici T.F., Chatziathanasiadou M.V., Megariotis G.,
Mania M., Becker-Baldus J., Kriechbaum M., Krajnc A.,Christodoulou E., Glaubitz
C., Rappolt M., Amenitsch H., Mali G., Theodorou D.N., Valsami G., Pitsikalis M.,
latrou H., Mavromuoustakos T., Exploring the interactions of irbesartan and
irbesartan-2-hydroxylpropylbeta-cyclodextrin complex with model membranes.
Biochimica et Biophysica Acta Biomembranes, 2017, 1089-1098.

Lipowsky R., Sackmann E., Biological membranes architecture and function.
Structure and Dynamics of Membranes, 1995, 1-64.

Lomize A.L., Pogozheva I.D., Lomize M.A., Mosberg H., The role of hydrophobic
interactions in positioning of peripheral proteins in membrane. BMC Structural
Biology, 2007, 44(7), 1-30.

London E., How principles of domain formation in model membranes may explain
ambiguities concerning lipid raft formation in cells. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)- Molecular Cell Research, 2005, 1746, 203-220.

Lopez-Garcia F., Micol V., Villalain J.,, Gomez-Fernandez G.C.. Infrared
spectroscopic studies of interaction of diacylglycerols with phosphatidylserine in the
presence of calcium. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)- Molecular Cell
Research, 1993, 1169, 264-272.

Losada-Pérez P., Khorshid M., Yongabi D., Wagner P., Effects Of Cholesterol On
the Phase Behavior Of SolidSupported Lipid Vesicle Layers. The Journal Physical
Chemistry B, 2015, 4985-4992.

Loscher W., Schmidt D., Modern Antiepileptic Drug Development Has Failed To
Deliver: Ways Out Of Current Dilemma. Epilepsia, 2011, 657-678.

Luszczki J.J., Third-generation Antiepileptic Drugs: mechanisms Of Action,
Pharmacokinetics And Interactions. Pharmacological Reports, 2009, 197-216.

Marquardt D., Kucerka N., Wassall S.R., Horroun T.A., Katsaras J., Cholesterols
Location In Lipid Bilayers. Chemistry And Physics Of Lipids, 2016, 17-25.

46



Martin K., Jackson C.F., Levy R.G., Cooper P.N., Ketogenic Diet and Other Dietary
Treatment for Epilepsy. Cochrane Database of Systematic Reviews, 2016

Mason R.P., Tulenko T.N., Jacob R.F., Direct Evidence For Cholesterol Crystalline
Domains In Biological MEmbranes: Role In Human Pathobiology. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) — Biomembranes, 2003, 1610, 198-207.

Maxfield F.R., Meer van G., Cholesterol, The Central Lipid OF Mammalian Cells.
Current Option In Cell Biology, 2010, 22, 422-429.

May T.W., Brandt C., Helmer R., Bien C.G., Cawello W., Comparison of
Lacosamide Concentrations In Cerebrospinal Fluid and Serum In Patient With
Epilepsy. Epilepsia, 2015, 1134-1140.

McMullen T. PW., McElhaney R.N., Physical Studies Of Cholesterol-Phospholipid
Interactions. Current Opinion In Colloid & Interface Science, 1996, 83-90

Meiron O., Gale R., Namestnic J., Bennet-Back O., Gebodh N., Esmaeilpour Z.,
Mandzhiyev V., Bikson M., Antiepileptic Effects of a Novel Non-invasive
Neuromodulation Treatment in a Subject With Early-Onset Epileptic
Encephalopathy: Case Report With 20 Sessions of HD-tDCS Intervention. Frontiers
in Neuroscience, 20109.

Menczel J.D., Prime R.B., Thermal Analysis of Polymers: Fundamentals and
Applications, John Wiley & Sons, Inc., New Jersey, 2014.

Meyer F., Smit B., Effect of cholesterol on the structure of a phospholipid bilayer.
PNAS, 2009, 106(10), 3654-3658.

Miao N., Nielsen M., TheWalt J., Ipsen J.H., Bloom M., Zuckermann M.J.,
Mouritsen O.G., From Lanosterol ToCholesterol: Structural Evolution And
Differantial Effects On Lipid Bilayers. BioPhisical Journal, 2002, 1429-1444.

Mietke H., Beer W., Schleif J., Schabert G., Reissbrodt R., Differentiation Between
Probiotic And Wild-type Bacillus cereus Isolates By Antibiotic Suscepttibility Test
and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). International Journal of Food
Microbiology, 2010, 140, 57-60.

Mignolet A., Derenne A., Smolina M., Wood B.R. Goormaghtigh E., FTIR spectral
signature of anticancer drug. Can drug mode of action be identified? Bichimica et
Biophysica Acta (BBA) - Proteins and Proteomics, 2016, 1864, 85-101.

Moavero R., Santarone M.E., Galasso C., Curatolo P., Cognitive and behavioral
effects of new antiepileptic drugs in pediatric epilepsy. Brain and Development
2017, 39, 464-4609.

Mula M., Sander J.W., Negative Effects of Antiepileptic Drugs on Mood in Patients
with Epilepsy. Drug Safety, 2007, 30(7), 555-567.

47



Miiller D.J., Wu N., Palczewski K., Vertebrate Membrane Proteins: Structure,
Function, And Insights From Biophysical Approaches. Pharmacological Rewiews,
2008, 43-78.

Nazeer S. S., Sreedhar H., Varma V. K., Martinez-Marin D., Massie C., Walsh M. J.,
Infrared Spectroscopic Imaging: Label-free Biochemical Analysis of Stroma And
Tissue Fibrosis. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 2017, 92,
14-17.

Neal A., D’Sozua W., Hepworth G., Lawn N., Cook M., Nikpour A., Efficacy and
tolerability of adjuvant lacosamide: The role of clinical characteristics and
mechanisms of action of concominant AEDs. Epilepsy&Behavior 2018, 80, 25-32.

Newcomer M.E., Jamison R.S., Ong D.E., Structure and Function of Retinoid-
Binding Proteins. Subcellular Biochemistry, 1998, 34, 53-80.

Nitsche M.A., Paulus W., Noninvasive Brain Stimulation Protocols in The Treatment
of Epilepsy: Current State And Perspectives. Neurotherapeutics, 2009, 6, 244-250.

Novy J., Bartolini E., Bell G.S., Duncan J.S., Sander J.W., Long-term Retention of
Lacosamide in A Large Cohort of People With Medically Refractory Epilepsy: A
Single Center Evaulation. Epilepsy Research, 2013, 250-256.

Ortinski P., Meador K.J., Cognitive Side Effects Of Antiepileptic Drugs. Epilepsy &
Behavior, 2004, 5(1), 60-65.

P. Alpert, The Limits and Frontiers of Desiccation-Tolerant Life. Integrative and
Comparative Biology, 2005, 45, 685-695.

Parisi P., Moavero R., Verrotti A., Curatolo P., Attention Deficit Hyperactivity
Disorder In Children With Epilepsy. Brain And Development, 2010, 32, 10-16.

Perucca E., French J., Bialer M., Development Of New Antiepileptic Drugs:
Challenges, Incentives, And Recent Advances. The Lancet Neurology, 2007, 793-
804.

Peter B.J., Kent H.M., Mills I.G., Vallis Y., Butler J.G., Evans P.R., McMahon H.T.,
BAR Domains as Sensors of Membrane Curvature: The Amphiphysin BAR
Structure. Science, 2004, 303(5657), 495-499.

Pluhackova K., Kirsch S.A., Han J., Sun L., Zhenyan J., Unruh T., Béckmann R.A.,
A Critical Comparison Of Biomembrane Force Field: Structure And Dynamics Of
Model DMPC, POPC and POPE Bilayers. The Journal Of Physical Chemistry B,
2016, 3888-3903.

Pluhackova K., Wassenaar T.A., Kirsch S., Bockmann R.A., Spontaneous
Adsorption Of Coiled-Coil Model Peptides K And E To A Mixed Lipid Bilayer. The
Journal Of Physical Chemistry B, 2015, 4396-4408.

48



Praefcke G.J.K., McMahon H.T., The dynamin superfamily: universal membrane
tubulation and fission molecules? Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2004, 5,
133-147.

Quinn P.J., Plasma Membrane Phospholipid Asymmetry. Phospholipid Metabolism
In Apoptosis, 2002, 36, 39-60.

Raffie S., Teissie J., Control Of Lipid Membrane Stability By Colesterol Content.
Biophisical Journal, 1999, 2072-2080.

Ramstedt B., Slotte J.P., Membrane Properties Of Sphingomylelins. Febs Letters,
2002, 33-37.

Reimers A., Brodtkorb E., Second-generation Antiepileptic Drugs And Pregnancy: A
Guide For Clinicians. Expert Review Of Neurotherapeutics, 2012, 707-717.

Rog T., Pasenkiewcz-Gierula M., Vattulainen I., Karttunen M., Ordering Effect Of
Cholesterol And its Analogues. Biochimica et Biophysica Acta Biomembranes, 2009,
97-121.

Roher A.E., Weiss N., Kokjohn T.A., Kuo Y., Kalback W., Anthony J., Watson D.,
Luehrs D.C., Sue L., Walker D., Emmerling M., Goux W., Beach T., Increased Ap
Peptides and Reduced Cholesterol and Myelin Proteins Characterize White Matter
Degeneration in Alzheimer’s Disease. Biochemistry, 2002, 41(37), 11080-11090.

Rongen H., Bult A., Van Bennekom W.P., Liposomes And Immunoassays. Journal
Of Immunological Methods, 1997, 105-133.

Rosenfeld W., Fountain N.B. Kaubrys G., Ben-Menachem E., McShea C., Isojarvi J.,
Doty P., Safety And Efficacy Of Adjunctive Lacosamide Among Patient With
Parcial-Onset Seizures In A Long-Term Open-Label Extension Trial Of Up To 8
Years. Epilepsy&Behavior, 2014, 164-170.

Rosetti C.M., Mangiarotti A., Wilke N., Sizes Of Lipid Domains: What Do We
Know From Artifical Lipid Membranes? What Are The Possible Shared Features
With Membranes Rafts In Cell? Biochimica Et Biophysica Acta Biomembranes,
2017, 1859, 798-802.

Santulli L., Coppola A., Balestrini S., Striano S., The Challenges of Treating
Epilepsy with 25 Antiepleptic Drugs. Pharmacological Research, 2016, 107, 211-
219.

Scheffer 1.E., Berkovic S., Capovilla Giuseppe, Connolly M.B., French J., Guilhoto
L., Hirsch E., Jain S., Mathern G.W., Moshé S.L., Nordli D.R., Perucca E., Tomson
T., Wiebe S., Zhang Y., Zuberi S.M., ILAE Classification Of The Epilepsies:
Position Paper Of The ILAE Commission For Classification and Terminology.
Epilepsia, 2017, 58, 512-521.

Schmidt D., Schachter S.C., Drug Treatment of Epilepsy in Adults. State of The Art,
2014, 348, 1-18.

49



Self-Medlin Y., Byun J., Jacob R.F., Mizuno Y., Mason R.P., Glucose Promotes
Membrane Cholesterol Crystalline Domain Formation By Lipid Peroxidation.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Biomembranes, 2009, 1788, 1398-1403.

Severcan F., Kazanci N., Baykal U, Siizer S., IR And Turbidity Studies Of Vitamin-
E Cholosterol —Phospholipid Membrane Interactions. Bioscience Reports, 1995, 15,
221-229.

Shestivska V., OlSinova M., Sovova K., Kubista J., Smith D., Cebecauer M., gpanél
P., Evalution Of Lipid Peroxidation By The Analysis Of Volatile Aldehydes In The
Headspace Of Synthetic Membranes Using Selected lon Flow Tube Mass
Spectrometry. Rapid Communications In Mass Spectrometry, 2018, 32, 1617-1628.

ShibataY., Voeltz G.K., Rapoport T. A., Rough Sheets and Smooth Tubules. Cell,
2006, 126(3), 435-439.

Shivanoor S.M., David M., Reversal of Deltamethrin-induced Oxidative Damage In
Rat Neural Tissues by turmeric-diet: Fourier transform-infrared And Biochemical
Investigation. The Journal of Basic & Applied Zoology, 2016, 77, 55-68.

Singh K. P., Verma N., Teratogenic Potantial of Third-generation Antiepileptic
Drugs: Current Status and Research Needs. Pharmacological Reports, 2019, 71, 491-
502.

Sonne J., Jensen M.0., HAnsen F.Y. Hemmingsen L., Peters G.H.,
Reparameterization Of All-Atom Dipalmitoylphosphatidylcholine Lipid Parameters
Enables Simulation Of Fluid Bilayers At Zero Tension. Biophysical Journal, 2007,
4157-4167.

Sonnino S., Mauri L., Chigorno V., Prinetti A., Gangliosides as components of lipid
membrane domains. Glycobiology, 2006, 17(1), 1R-13R.

Stachowiak J.C., Schmid E.M., Ryan C.J., Ann H.S., Sasaki D.Y., Sherman M.B.,
Geissler P.L., Fletcher D.A., Hayden C.C., Membrane bending by protein-protein
crowding. Nature Cell Biology, 2012, 14, 944-949.

Stevens M.J., Complementary Matching In Domain Formation Within Lipid
Bilayers. Journal Of The American Chemical Society, 2005, 127, 15330-15331.

Stillwell William, An Introduction To Biological Membranes Composition, Structure
And Function, 2nd ed., United Kingdom, 2016.

Stohr T., Krause E., Selve N., Lacosamide Displays Potent Antinociceptive Effects
In Animal Models For Inflammatory Pain. European Journal Of Pain, 2006, 241-
249.

Stohr T., Kupferberg H.J., Stables J.P., Choi D., Harris R.H., Kohn H., Walton N.,
White H.S., Lacosamide, a novel anti-convulsant drug , shows efficacy with a wide
safety magrin in rodent models for epilepsy. Epilepsy Research, 2007, 147-154.

50



Svalheim S., Sveberg L., Mochol M., Tauboll E., Interactions between Antiepileptic
Drugs And Hormones. Seizure, 2015, 28, 12-17.

The Influence Of Cholesterol On Fast Dynamics Inside OF Vesicle And Planar
Phospholipids Blayers Measured With 2D IR Spectroscopy. The Journal Physical
Chemistry B, 2015, 8852-8862.

Toyran N., Severcan F., Interaction between vitamin D2 and Magnesium In
Liposomes: Differantial Scanning Calorimetry And FTIR Spectroscopy Studies.
Journal Of Molecular Structure, 2007, 19-27.

Trucillo P., Campardelli R., Reverchon E., Supercritical CO2 Assisted Liposomes
Formation: Optimization Of The Lipidic Layer For An Effecient Hydrophilic Drug
Loading. Journal Of CO2 Utilization, 2017, 18, 181-188.

Tiirker S., Wassall S., Stillwell W., Severcan F., Convulsant Agent Pentylenetetrazol
Does Not Alter The Structural And Dynamical  Properties of
Dipalmitoylphosphatidylcholine Model Membranes. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 2011, 54, 379-386.

Ulmschneider J.P., Ulmschneider M.B., United Atom Lipid Parameters For
Combination With The Optimized Potentials For Liquid Simulations All-Atom Force
Field. Journal Of Chemical Theory And Computation, 2009, 1803-1813.

Verrotti A., Moavero R., Panzarino G., Paolantonio C.D., Rizzo R., Curatolo P., The
Challenge Of Pharmacotherapy In Children And Adolescents With Epilepsy-ADHD
Comorbidity. Clinical Drug Investigation, 2018, 38, 1-8.

Wang Q., London E., Lipid Structure And Composition Control Consequences Of
Interleaflet Coupling In Asymmetric Vesicles. Biophysical Journal, 2018, 115, 664-
678.

Wang Y., Chen Z., An Update for Epilepsy Reserch And Antiepileptic Drug
Development: Toward Precise Circuit Therapy. Pharmachology &Therapeutics,
2019, 201, 77-93.

Whaley-Mayda L., Penwell S.M., Tokmakoff A., Fluorescence-Encoded Infrared
Spectroscopy: Ultrafast Vibrational Spectroscopy On Small Ensembles Of Molecules
In Solution. The Journal Of Physical Chemistry Letters, 2019, 1962-1972

Williamson J.J., Olmsted P.D., Registered And Antiregistered Phase Separation Of
Mixed Amphiphilic Bilayers. Biophysical Journal, 2015, 108, 1963-1976.

Y. Shi, M. Cai, L. Zhou, H. Wang, The structure and function of cell membranes
studies by atomic force microscopy. Seminars in cell & Devalopmental Biology,
2018, 73, 31-44.

Yeagle P.L., The Structure of Biological Membranes, 3rd ed. Focuses on lipids, CRC
Press, New York, 2011.

o1



Yuen AW.C., Keezer M.R., Sander J.W., Epilepsy is a Neurological and Systemic
Disorder, Epilepsy & Behavior, 2018, 78, 57-61.

Zalba S., Hagen T.L.M., Cell Membrane Modulation As Adjuvant In Cancer
Therapy. Cancer Treatment Reviews, 2017, 52, 48-57.

Zoumpopoulou G., Papadimitriou K., Polissiou M.G., Tarantilis P.A., Tsakalidou E.,
Detection of Changes In The Cellular Composition of Salmonella enterica Serovar
Typhimurium In The Presence of Antimicrobial compound(s) of Lactobacillus
Strains Using Fourier Transform Infrared Spektroscopy. International Journal of
Food Microbiology, 2010, 144, 202-207.

52



KIiSISEL YAYIN VE ESERLER

Yagis B., Tirker-Kaya S., Binding Ability Of Lacosamide To Phosphotidylcholine
Lipids With Cholesterol Effects. Medeniyet Medical Journal, 2018, 33, 218-226.

Yagis B., Tirker-KAYA S., Antiepileptik ilag Lakosamid’in Fosfatidilkolin

Lipidleri ile Etkilesmesi ve Kolesteroliin Etkisi. International Eurasian Conference
On Biological And Chemical Sciences (EurasianBioChem), Ankara, 2018.

53



OZGECMIS

Yiiksek lisans ¢alismasini yapan Burgin YAGIS, 1993 yilinda Istanbul’da dogdu. ilk,
orta ve lise egitimini Istanbulda tamamladi. 2015 yilinda Kocaeli Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden biyolog iinvani ile mezun oldu. Ayni
zamanda 2015 yilinda Kocaeli Universitesi Egitim Fakiiltesi’nde pedagojik
formasyon egitimini bitirdi. 2018 yilinda Analiz Ozel Ogretim Kursu’na Biyoloji
Ogretmeni olarak girdi. Halen bu gorevine devam etmektedir.

54



