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ANTİEPİLEPTİK İLAÇ LAKOSAMİDİN 

DİPALMİTOİLFOSFATİDİLKOLİN LİPİDLERİ İLE ETKİLEŞMESİNDE 

KOLESTEROLÜN ETKİSİNİN BİYOFİZİKSEL YÖNTEMLERLE 

İNCELENMESİ 

ÖZET 

Lakosamid (LCM) nöronal zar stabilizasyonunu sağlayarak epilepsi nöbetlerini 

baskılamada kullanılır. Merkezi sinir sistemindeki aktivasyonunu 

gerçekleştirebilmesi için zar lipidleriyle etkileşmesi onun etkinliğini direkt olarak 

etkiler. Fakat LCM’nin zar lipidleriyle etkileşmesinin incelendiği bir araştırma 

bulunmamaktadır. Bu çalışmada, dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) lipozomları ile 

LCM etkileşmesine kolesterolün (KOL) etkisi incelendi. Bu amaçla farklı 

konsantrasyonlardaki (%1,10,20 mol) LCM’nin KOL varlığında ve yokluğunda 

DPPC ana faz geçiş sıcaklığı (Tm) ve entalpi (∆H) değerleri üzerindeki etkileri 

Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) ile, ~2920 cmˉ
1
 CH2 asimetrik, ~2870 

CH3 simetrik, ~1735 cmˉ
1
 C=O simetrik ve ~1230 cmˉ

1
’deki PO2ˉ asimetrik 

bantlarının frekans değerlerine etkileriyse Fourier Dönüşümü Kızılötesi (FT-IR) 

spektroskopisiyle incelendi.  

Verilere göre DPPC lipozomlarına sadece LCM ve % 1 mol KOL eklemesi Tm 

değerini yüksek; %10 mol KOL eklemesi, düşük sıcaklığa kaydırdı. Ayrıca %1 ve 

%10 mol KOL eklemesi sırasıyla ∆H değerini azalttı. Tm artma ve ∆H’deki azalma 

LCM’nin KOL ile lipidlerin açil zincirleri arasında konumlandığı anlamına gelir. FT-

IR bulgularına göre, jel ve sıvı kristal fazda LCM eklenmesiyle CH2 asimetrik 

frekans ve bant genişliğindeki azalma sistemin rijit hale geldiğini göstermektedir. 

Ayrıca C=O ve PO2ˉ modlarındaki LCM eklenmesiyle frekanstaki azalma (C=O jel 

faz hariç), LCM’nin gliserol iskeleti ve fosfat kafa grupları veya etrafındaki su 

molekülleriyle hidrojen bağlandığı bulgusunu verirken KOL’un neden olduğu bu 

frekanslardaki artma bağlanmaların tekrar azaldığını belirtmektedir. 

Elde edilen sonuçlar LCM’nin gerçek membran sistemlerinde ne tarz etkileşime 

girdiğiyle ilgili bilgiler sunmakla birlikte daha etkin ilaç geliştirme çalışmalarına 

katkı sağlayabilir. 

 

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 (∆H) values were measured by Differential Scanning Calorimetry. The 

frequency values of CH2 asymmetric (~ 2920 cm
-1

), CH3 symmetric (~2870 cm
-1

), C 

= O symmetric (~1735 cmˉ
1
) and PO2ˉ asymmetric (~1230 cmˉ

1
) 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 ∆H value. The changes in Tm 

and ∆H means that both LCM and KOL are located acyl chains of lipids. FT-IR 

findings revealed that,  LCM led to a decrement in CH2 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 PO2
-
 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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GİRİŞ 

Epilepsi, beyindeki anormal aşırı veya senkronize nöronal aktiviteden kaynaklanan 

belirti ve/veya semptomların geçici durumu olarak tanımlanan epileptik nöbetin, en 

az bir defa gerçekleştiği durumlardır. Nöbet oluşumuna neden olan bu nöronal 

aktivitedeki bozukluk ise merkezi sinir sistemindeki (MSS) hücrelerin fonksiyonu 

üzerindeki etkiyi ifade etmektedir. Eski zamanlardan beri bilinen epilepsinin 

günümüzde hala tam bir tedavisi bulunmamaktadır. Epilepsiye tedavi yaklaşımları 

ancak nöbetleri baskılayıcı nitelikte olmaktadır. Şuanda nöbetleri baskılamada 

kullanılan en yaygın ve en etkili yaklaşım ise antiepileptik ilaçlardır (AEİ). Üretilen 

AEİ’ler MSS’deki hücrelerin zarlarındaki lipid ya da proteinlerle direkt bağlantı 

kurmaktadır. Zaten hücrelerde etkinlik gösterebilmesi için MSS’ndeki hedef 

hücrelerin zarlarıyla etkileşime girmesi mecburidir. Dolayısıyla tedavi amaçlı 

kullanılacak ilaçların hücre zarlarıyla iletişimini incelemek, ilaç etkinliğini arttırmak 

ve moleküler mekanizmasını açıklamak açısından büyük önem taşımaktadır. Fakat 

biyolojik zarlar üzerinde bu incelemeler oldukça zordur. Çünkü biyolojik zarların 

yapısal içeriği oldukça karmaşıktır. Bu nedenle ilaçların ve diğer bileşenlerin 

lipidlerin üzerindeki etkilerini anlamak için içeriği kontrol edilebilen model zarlarla 

çalışmalar yapılmaktadır. Model zarlar üzerinde bu çalışmaları gerçekleştirmek 

yaygın bir yaklaşımdır (Kırkoçoğlu ve Türker-Kaya, 2019, Shestivska ve diğ., 2018, 

Liossi ve diğ., 2017, Losada-Pérez ve diğ., 2015, Altunayar ve diğ., 2015).  

Düşük protein bağlanması ve vücuttaki dağılım seviyesi göz önüne alındığında 

LCM’nin zar lipidlerine bağlanması gerekir. Bu sebeple biz de çalışmamızda,  

LCM’nin DPPC lipidleri ile oluşturulmuş yapay zarlarla etkileşmesini araştırdık. 

İlaveten çalışmamızda MSS’ndeki nöronal hücre zarlarında bolca bulunan ve 

hücrelerin zarlarının faz geçişlerini etkileyen kolesterol (KOL) molekülünün de 

LCM-DPPC etkileşmesi üzerine etkisini inceledik. Bunun için KOL varlığında ve 

yokluğunda LCM’nin farklı konsantrasyonlardaki (%1, 10, 20 mol) DPPC 

lipozomlarındaki termotropik özellikleri (Tm ve ∆H) üzerindeki etkilerini inceledik. 
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Ayrıca KOL varlığında ve yokluğunda LCM (%20mol) içeren DPPC’nin hidrofilik 

ve hidrofobik bölgeleri arasındaki moleküler bağlanmalarının detayları hakkında 

bilgiler elde ettik. Lipidlerin bu tarz biyofiziksel özelliklerini inceleme avantajları 

nedeniyle Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) ve Fourier Dönüşümü Kızılötesi 

(FT-IR) spektroskopisi kullanıldı. DSC, termotropik parametreler hakkında bilgi 

verirken (Tm ve ∆H); FT-IR spektroskopisi lipidlerin açil zincirlerinin metilen ve 

metil gruplarının (CH2 ve CH3) titreşimleri, karbonil gruplarının (C=O) ve fosfat 

gruplarının (PO2
-
) titreşimlerinin gözlenmesiyle lipid dinamikleri (akışkanlık), açil 

zincir esnekliği (düzeni) ve onların hidrasyon durumu hakkında veri sunar. 

Bu veriler doğrultusunda LCM’nin DPPC lipozomları içinde olabilecek konumu, bu 

zar lipidleriyle ne tarz etkileşime girdiği ve KOL’ün bu konum ve etkileşim 

üzerindeki etkisine dair bilgiler edinildi. Elde ettiğimiz bilgiler LCM’nin etki 

mekanizmasının açıklığa kavuşturulması, biyoyararlılığının arttırması ve sonradan 

geliştirilecek ilaçların daha etkin olabilmesi için önem arz etmektedir.
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1. GENEL BİLGİLER 

1.1. Epilepsi nedir?  

Epilepsi, beyindeki anormal aşırı veya senkronize nöronal aktiviteden kaynaklanan 

belirti ve/veya semptomların geçici durumu olarak tanımlanan nöbetin, en az bir defa 

gerçekleşmesi durumu ile ortaya çıkan semptomlara bağlı bir hastalıktır (Fisher ve 

diğ., 2018, Fisher ve diğ., 2005). Epileptik beyinler patolojik ve tekrarlayan 

nöbetlerin olmasına devamlı eğilim gösterirler (Fisher ve diğ., 2014). Bu nedenle 

tedavi öncesi hastanın nöbet tipi, epilepsi tipi ve epilepsi sendromu belirlenir. 

Epilepsi tekil bir hastalık değil, beyinde birçok farklı nedenden kaynaklanabilecek 

fonksiyon düzensizliklerini yansıtan çeşitli bozukluklardır (Fisher ve diğ., 2005). 

Epilepsi yapısal, genetik, enfeksiyon, metabolik, immün ve bilinmeyen nedenlerden 

kaynaklanmaktadır. Epilepsiye entelektüel yetersizlik, otizm spektrum bozuklukları, 

depresyon, psikososyal kaygılar, serebral felç, hareket ve uyku bozuklukları, skolyoz 

gibi öğrenme, cinsel, psikoloji ve hiperaktivite gibi davranış ile ilgili bozukluklar da 

eşlik etmektedir (Svalheim ve diğ. 2015, Lin ve diğ., 2012, Parisi ve diğ., 2010). 

Epilepsili kişilerde erken ölüm riski yüksektir ve bunun altında yatan nedenlerin 

çoğunun bedensel komorbiditelerle ilgili olduğu düşünülmektedir (Yuen A. ve diğ., 

2018). Buna bağlı olarak tedavi öncesi teşhis aşamasında epilepsili her hasta için 

komorbidite varlığı göz önünde bulundurulması önemlidir (Scheffer ve diğ., 2017). 

Dünya Sağlık Örgütü’nün (WHO) verilerine göre dünya çapında yaklaşık 70 milyon 

insan epilepsi ile yaşamakta ve küresel olarak her yıl tahmini 2.4 milyon insana 

epilepsi teşhisi konmaktadır. Buna karşın epilepsi teşhisi konmuş hastalar için 

günümüzde kesin çözüm veren tedavi yöntemi bulunmamaktadır (McCorry ve diğ., 

2004). 

1.1.1. Epilepsi tedavisine yönelik yaklaşımlar 

Epilepsi tedavisinde en önemli basamak epilepsi tanısı koymaktır ve bu aşamada 

hastanın hikayesi (nöbet öncesi, sırası ve sonrası) büyük önem taşır. Epilepside en 
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sık kullanılan tanı araçları Elektroensefelografi, Beyin Tomografisi veya Magnetik 

Rezonans’dır. 

Nöbet tedavisinde transkraniyal manyetik stimülasyon ve transkraniyal doğru akım 

stimülasyonu gibi beyin stimülasyonları epileptik uyarılabilirliği azaltmak için 

kullanılan yöntemlerdendir (Nitsche ve Paulus 2009). Meiron ve arkadaşlarının son 

dönemde yaptıkları çalışmada da beyin sinirlerinin uyarılmasıyla yapılan bu tedavi 

çeşidiyle hala büyük oranda nöbetlerin baskılandığı gösterilmektedir (Merion ve diğ. 

2019). Bunun yanı sıra vagus siniri stimülasyonu da yine epileptik nöbetlerin 

baskılanması için kullanılan farklı bir beyin uyarım tekniğidir. Bu yöntemde kalp 

piline benzer otomatik çalışan bir pil ile beynin vagus siniri aracılığıyla beyne 

elektrik akımı gönderilir. (González ve diğ. 2019). Hastaların yaşam kalitesini 

arttıran bu yöntem yine kesin bir tedavi sunmamaktadır. 

Nöbet baskılayıcı bir tedavi yöntemi de ketojonik diyet, modifiye edilmiş Atkins 

diyeti gibi lezzetlendirilmiş diyetlerdir. Yağ oranı çok yüksek karbonhidrat oranı 

düşük olan bu diyetler ilaçlarla tedaviye devam etmesine rağmen nöbet geçirmeye 

devam eden çocuklar için kullanılmaktadır. Bu diyet tipleri infantil spazmlar, şiddetli 

miyoklonik epilepsi, tüberoz skleroz kompleksi, refraktor epileptikuslu çocuklarda 

nöbet azaltıcı olumlu etki oluşturmasına rağmen hastalarda kısa vadede 

gastrointestinal, uzun vadede kardiyovasküler komplikasyonlara neden olmaktadır 

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

Epilepsi tanısı konmuş hastalarda bu yöntemlere karşın öncelikli olarak ilaçla 

tedavinin gerek olup olmadığına bakılarak kişiye özgü ilaç tedavisi uygulanır. En 

uygun antiepileptik ilaç (AEİ) seçimi için nöbet(ler)in tipleri, epileptik sendromun ne 

olduğu, doğal seyri ve prognozu; AEİ(ler)’in özellikleri, potansiyal farmokokinetik 

etkileşimleri, olası advers olayların profili (Kwan ve Brodie 2001); hastanın bireysel 

özellikleri (Santulli ve diğ., 2016) gibi birçok parametre dikkate alınması 

belirtilmektedir. Yanlış ilaç tedavisi hastayı daha zor süreçlere sürükleyebileceği için 

ilaç seçimi ve etkinliği oldukça önemlidir.  

Özellikle ilaca dirençli epilepsili hastalarda AEİ epilepsi prevalansını azaltamazlar 

veya bazılarında epilepsi gelişimini önleyemezler. Bu nedenle AEİ’lerin 

geliştirilmesi daha etkin hale gelmelidir. Hatta risk altındaki hastalarda ilk nöbet 



5 

 

öncesi epilepsiyi önleyen antiepileptojenik ajanlara ihtiyaç vardır (Schmidt ve 

Schachter 2014). Bu çalışmamızda ilaç etkinliklerini arttırmaya yönelik ilaç 

konfügirasyonlarında olası değişimlere katkı sağlayacak moleküler düzeyde 

araştırma yapılmıştır. 

1.1.2.  Antiepileptik İlaç (AEİ) nedir?  

Epileptik nöbetlerin baskılanması için kullanılan ilaçlara AEİ denir. Epilepsinin 

semptomatik tedavisi (tedavi etmeden hastalık belirti ve bulgularını azaltma ya da 

ortadan kaldırma) amacıyla kullanılan AEİ’ler motor uyarılabilirliğini etkilemeden 

nöbet esnasında bilinç eşiğini arttırmalıdır. Terapötik (etkili) dozlarda sedatif ve ya 

hipnotik (merkezi sinir sistemini yavaşlatıcı veya uyutucu) olmamalıdır (Mula ve 

Sander 2007, Ortinski ve Meador 2004), kronik (sabit) dozlarda bile bu etki 

gözlenmemelidir. 

AEİ’lar epilepsi için ilk tercih edilen tedavi olup, epilepsili hastaların yaklaşık 

%60’ının nöbet kontrolünü etkili bir şekilde gerçekleştirilmesini sağlar. Uyarıcı 

mekanizmaları bloke etme ya da inhibe edici olanların etkinliğini arttırmaya yönelik 

çok çeşitte AEİ üretilmiştir (Wang ve Chen 2019). AEİ uygulanması 20. yüzyılın son 

çeyreğine kadar monoterapi şeklinde tek ilaçla tedavi şeklinde yürütülürken 

etkinliklerinin yeterli olmaması sonucu daha sonraları iki ya da daha fazla ilaçla 

politerapi şeklinde uygulanmaya başlanmıştır (Santulli ve ark. 2016, Abou-Khalil B. 

2008).  

AEİ’ler üretimlerinin gerçekleştirildiği yıl aralıklarına göre birinci, ikinci ve üçüncü 

jenerasyon olarak üç gruba ayrılır. Birinci jenerasyon AEİ’ler 1857-1980, ikinci 

jenerasyon AEİ’ler 1980-2000, üçüncü jenerasyon AEİ’ler 2000-günümüz tarihleri 

arasında üretilen ilaçları temsil etmektedir (Singh ve Verma 2019, Löscher ve 

Schmidt 2011). 

AEİ’ler MSS’deki nöronların uyarıcı sinapslarının, durdurucu sinapslarının, 

ekstrasinaptik zarının ya da talamus korteksindeki devreler üzerinde etkinliklerini 

göstermektedirler (Kobayashi ve diğ. 2019). Lamotrigin (LTG), Gabapentin (GBP), 

Fenobarbital (PB), Levetirasetam (LEV), Valproik asit (VPA), Lakosamid (LCM) 

gibi günümüzde yaklaşık 30 AEİ kullanılmaktadır. 
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1.1.3. Lakosamid 

Lakosamid (LCM), acetamido-N-benzyl-3-methoxypropionamide formülüne sahip 

fonsiyonelleştirilmiş aminoasittir. Lipofilik olmasına izin vere amfilik özelliklere 

sahip d-serin analoğudur (Cawello ve diğ., 2014). C12H16N2O3 kimyasal formülüne, 

236,271 g/mol moleküler ağırlığına sahip üçüncü jenerasyon AEİ’dir. Topolojik 

kutupsal yüzey alanı 67.4 A2’dir. Amerikan Gıda ve İlaç İdaresi tarafından (FDA) 

2007 yılında onaylanmıştır. Oral uygulamadan sonra bağırsaklarda tamamen absorbe 

edilir ve yarı ömrü 12-13 saattir (Chung ve diğ. 2010, Doty ve diğ., 2007). Plazma 

proteinlerine <%15 oranında bağlanır ve diğer AEİ’lere göre plazma 

konsantrasyonlarda büyük değişikliklere neden olmaz (Cawello W. 2015, Bialer ve 

diğ., 2007). 

 

Şekil 1.1. Lakosamid'in 2 boyutlu ve 3 boyutlu gösterimi 

Özellikle yaşlı bireylerde olmak üzere genellikle monoterapi şeklinde tercih edilir 

(Kalilani ve diğ., 2017). Üç dakika kadar sürebilen, şiddetli ağrı ve distoni eşlik eden  

lokalize kas spazmları şeklindeki paroksismal tonik spazmların meydana geldiği 

hastalıklarda da kullanılabilirliği rapor edilmiştir (Baheerathan ve diğ. , 2017) . Bu 

araştırmalar LCM’in, MSS’ni etkileyerek ortaya çıkan, yaşam kalitesini önemli 

ölçüde düşürebilen ve günlük yaşam aktivitelerini sınırlayabilen ve iyileşme 

sürecinde şiddetli nüksetmelere yol açabilen paroksismal tonik spazmlar üzerine de 

iyileştirici etkisi olduğunu ortaya koymuştur. Lacman ve arkadaşlarının (2016) 

yaptığı bir çalışmada LCM’nin 33 refrakter parsiyel epilepsili hastalarda yardımcı 

tedavi olarak nöbetleri baskılamada önemli ölçüde etkili olduğu gösterilmiştir 

(Lancman ve diğ., 2016). Ayrıca LCM, olumsuz bilişsel özelliklere neden olmadığı 

gibi bilişsel güçlendirici etki yaratıyor gibi görünmektedir (Verrotti ve diğ. , 2018, 

Moavero ve diğ. 2017, Helmstaedter ve Witt 2013).  
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LCM temelde voltaj-kapılı sodyum kanallarının inaktivasyonunu arttırarak nöronal 

membran stabilizasyonunu sağladığı için epilepsi nöbetlerini baskılamada kullanılır 

(Neal ve diğ. 2018, Chung ve diğ. , 2010, Łuszczki 2009). Antikonvülzan etkilere ek 

olarak iskemi ve hipoksinin neden olduğu nöron hasarına karşı nöroprotektif 

etkilerinin de olduğu gösterilmiştir (Beyreuther ve diğ. 2007, Stöhr ve diğ. 2006). 

Ayrıca LCM ile ilgili en sık bildirilen advers olaylar; diplopi, baş dönmesi, bulantı 

ve baş ağrılarıdır (Rosenfeld ve diğ., 2014, Husain ve diğ., 2012, Halasz ve diğ., 

2009, Perucca ve diğ., 2007). Buna karşın bazı çalışmalar yan etkilerinin LTG, GPB, 

LEV gibi diğer AEİ’lerden daha düşük seviyede olduğunu göstermektedir (Liguori 

ve diğ. 2018, Novy ve diğ. 2013) 

Ampifilik özellikte olduğu için LCM yeterince suda çözünür (0.465mg/ml) ve kan-

beyin bariyerini geçebilecek kadar lipofiliktir (May ve diğ. 2015, Stöhr ve diğ., 

2007). Fakat kan-beyin bariyerinden geçişi düşük orandadır ve membrandaki P-

glikoproteinler ile geçişi sağlanır.  Elbette LCM voltaj kapılı sodyum kanallarını 

etkileyebilmek ve kan beyin bariyerini aşmak için nöronların membranlarıyla 

interaksiyon içinde bulunmalıdır. LCM’nin vücut boyunca yüksek dağılım şekli ve 

çok düşük protein bağlanma kapasitesi nedeniyle membrane lipidleri ile etkileşmesi 

beklense de LCM-lipid etkileşimi hakkında yayınlanmış bir veri yoktur. LCM’nin 

membran lipidlerine bağlanma yeteneği açısından değerlendirilmesi epilepsi 

tedavisinde etkin kullanımı için ek bilgi sağlayabilir (Yağış ve Türker-Kaya, 2018). 

1.1.4. Kolesterol (KOL) 

Kolesterol (KOL), halkasal bir steroid çeşididir. KOL hayvan hücre zarlarında %20-

30 mol ve kırmızı kan hücrelerinde %50 mol kadardır (Lipowsky ve diğ., 1995). 

Çoğu memeli hücresinde KOL, endojen olarak sentezlenebilir ve lipoprotein 

taşıyıcılar aracılığıyla hücrelere verilebilir (Maxfield ve Meer 2010). Membran faz 

davranışlarının kontrolü (Halling ve diğ, 2008), membranda mekanik dayanıklılık 

sağlama (Miao ve diğ. 2002) gibi metabolizmadan hormon ve vitaminlere öncü 

olmaya kadar birçok işlevi vardır (Rog ve diğ., 2009). KOL’un mekanik açıdan en 

önemli görevi zarda mekanik gücü arttırma, su dahil küçük moleküller ve gazların 

geçirgenliğini azaltma (Chiu ve diğ.2001), membran akışkanlığı ve membran faz 

davranışını düzenleme yeteneğini azaltmaktır (Kel ve diğ. 2015, Haines 2001). 
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KOL’un halka sisteminde metil grupları bulunmaktadır. Rog ve arkadaşlarının 

(2009) yaptığı bir çalışma metil gruplarının KOL’dan uzaklaştırılmasıyla 

oluşturulmuş KOL çeşitlerinin (lanosterol, dkolesterol gibi) membran düzenindeki 

görevini yeterli düzeyde yerine getiremediğini göstermiştir. Bu çalışma KOL’un 

yüzey düzgünlüğünün membran düzeni ve membran içinde kümeleşmeleri 

(yerleşmeleri) üzerinde önemli olduğunu göstermiştir (Rog ve diğ., 2009).  

 

Şekil 1.2. KOL yapısının 2 ve 3 boyutlu görüntüsü 

KOL halkasının hidroksil grubu ile fosfolipidlerin ara yüz grupları arasında hidrojen 

bağlanmaları gerçekleşir (Ramstedt ve Slotte 2002, McMullen ve McElhaney 1996). 

Böyle komşu hidrokarbon zincirlerine bağlanarak bu zincirlerin (yağ asit zincirleri) 

düzenini arttırarak açil zincirlerin hareket etmesini engeller; Şekil 1.6.’da da 

görüldüğü gibi bu durum daha rijit bir faz değişimine tekabül eder. Yani KOL artışı 

ile sıvı kristal düzensiz fazdan (Lo) sıvı kristal düzenli faza (Ld) geçiş gerçekleşir 

(Şekil 1.6.) (Rosetti ve diğ. 2017, Kuo ve Chang 2014, London 2005, Halling ve 

Slotte 2004). Lo fazı, hem Lβ hem Lα fazlarının özelliklerine sahiptir (Marquardt ve 

diğ., 2016). Membran güçlendirici olarak nitelendirilen KOL, membranların alan 

yapısını korur (Bloom ve Mouritsen, 1988). 

Fosfolipitler ve sfingolipitler ile etkileşimleri sayesinde, yağ açil zincirlerinin termal 

hareketi tarafından oluşturulan serbest hacmi azaltarak iki tabakalı geçirgenliği 
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azaltır. Ekzotermik bir entalpi değişimi fosfolipidlerle KOL’un birleşmelerini 

yoğunlaştırır; yani zarların net hacminin ayrı bileşenlerinden daha az olmasına sebep 

olur (Lange ve Steck 2008). Bu nedenle KOL doymuş lipid kuyrukları ile etkileşime 

girdiğinde daha fazla trans bağ konformasyonları oluşturması ve van der Waals 

etkileşimleri arttırması nedeniyle entalpik olarak daha elverişlidir. Fakat entalpik 

kazanç, serbest enerji hesaplamaları ile belirlenen büyük ve elverişsiz bir entropik 

katkı ile dengelenir (Bennett ve diğ. 2018). Böylece çift katmanları yoğunlaştırır, 

akışkanlıklarını, sıkıştırılabilirliklerini ve uygunluklarını azaltır ve mekanik güçlerini 

arttırır.  

Yüksek spontan mobilitesi ve biyolojik lipid karışımlarının faz davranışı üzerindeki 

dramatik etkileri, hücrelerdeki dinamik lipid organizasyonun modülatörü olarak 

KOL’ü uygun bulur. Yani hücresel lipid homeostasisini düzenlemek için merkezi 

lipid olarak kullanılır (Maxfield ve Meer 2010). 

Arter dokusunda KOL birikmesinin arteriyal tıkanma ve arteroskleroz ile ilişkili 

lezyonlar veya plaklar oluşturur. E vitamin, KOL düzeyi yüksek olan hastalarda 

trombosit agregasyonunu anlamlı derecede azaltır; kardiyovasküler hastalıklarda 

serbest radikal birikimlerinin önlenmesinde ya da en aza idirilmesinde önemlidir. 

Severcan ve arkadaşları (1995) bu duruma açıklık getirmek adına KOL içeren 

lipozomlar üzerinde çalışma yapmışlardır. Çalışmada KOL içeren lipozomlara E 

vitamini ekleyerek E vitamininin KOL’lu membranlara etkisini araştırmışlardır 

(Severcan ve diğ., 1995).  

KOL, plazma membran lipidlerinin peroksidasyonuna bağlı olarak vasküler düz kas 

hücrelerinde kristalli alanlar oluşumuna yani iltihaplanma ve plak instabilitesine 

neden olur (Self-Medlin ve diğ., 2009, Mason ve diğ., 2003). Lipid peroksidasyonu 

doymamış zar lipidlerini etkileyen dejeneratif bir işlemdir (Shestivska ve diğ., 2018, 

Gaschler ve Stockwell, 2017). Zarların moleküler organizasyonunu bozduğu için ve 

hayvansal zarlarda da KOL lipid peroksidasyonundan etkilendiği için KOL içeren 

model lipozomlarda bir çok çalışma yapılmıştır. Jacop ve Mason (2005) yaptıkları 

çalışmada lipid peroksidasyonunun KOL organizasyonu üzerindeki etkilerini 

incelemişlerdir (Jacop and Mason, 2005). Üstelik Jacop ve Mason’un yaptığı bu 

çalışma E vitaminin KOL’lu lipidlerde peroksidasyon etkilerini azalttığını da 
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göstererek Severcan ve arkadaşlarının yaptığı çalışmayı da destekler niteliktedir. 

Javonavić ve arkadaşları yine bu alanda %10 ve %50 mol konsantrasyonlarda 

KOL’un membranın akışkanlığı, stabilite, ısıl davranışı, lipozom büyüklüğü ve farklı 

geometri ve içerikteki lipozomlarda lipid peroksidasyon kinetiği üzerine etkilerini 

derinlemesine araştırmayı amaçlamışlardır (Javonavić ve diğ., 2018). Bu araştırmada 

ise lipid peroksidasyonunda %10 mol KOL düşüş sağlarken %50 mol KOL içeren 

lipozomlarda ters etki yarattığı görülmüştür.  

Görüldüğü üzere memeli hücre zarlarındaki lipidler arasına kolayca yerleşen ya da 

aralarından çıkan biyofiziksel özelliklere sahip bu steroid çeşidi hücrede büyük 

organizasyon sağlayan görevler üstlenir (Maxfield ve Meer 2010). Zar çift katmanını 

mekanik olarak daha güçlü ve su ve polar çözünen maddelere karşı daha az geçirgen 

hale getirir (Lange and Steck 2008, Barenholz 2004). KOL’un zarlara kolay giriş 

çıkışı diğer zar bileşenlerindeki farklılıkların nasıl korunduğuna, membranlara nüfuz 

edecek diğer bileşenlerin yeterlilik düzeyinden ne kadar farklı giriş yaptığına dair 

soru işaretleri oluşturmaktadır. Zar mekanik dayanımını arttırması ve membran 

geçirgenliğini azaltması ilaç gibi önemli kimyasalların zardan nüfusunu da 

azaltıcağını düşünmekteyiz. Bu nedenle bu çalışmada LCM etkinliğine, tüm memeli 

zarlarında bulunan kolesterolün azaltıcı ya da arttırıcı etkisi olup olmadığı da 

araştırıldı. 

1.2. İlaç-Lipid Etkileşmeleri 

Hücre zarı temel olarak %50 lipid, %40 protein, %2-10 şeker çeşitlerinden oluşur; az 

miktarda su, inorganik tuzlar ve metal iyonlarını bir arada bulundurur (Albert 2005). 

Fosfolipidler, kolesterol ve glikolipidler, zar lipidlerinin ana fraksiyonunu oluşturur 

(Sonnino ve diğ., 2007). Zarın temel iskelesi gibi olan membran lipidleri zar 

proteinlerinin konformasyonunu sürdürme ve işlevlerini yerine getirmesi için de 

olanak sağlar. (Shi ve diğ. 2018). İlaçların ana hedefleri hücre içi oldukları için, 

farmakolojik aktivitelerini gerçekleştirmek için bu yapıya sahip plazma zarını ve 

nükleer zarfı geçmeleri gerekir. Ökaryotik hücrelerde ilaç molekülleri sitozol içine 

girdikten sonra endoplazmik retikulum, golgi, mitokondri gibi organellerin zarlarıyla 

dahi etkileşime girmektedir (Bourgaux ve Couvreuv, 2014). Yani ilaçların hücre 

içinde etkinliklerini gösterebilmeleri yine ilaçların başta hücre zarı olmak üzere 
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birçok zar lipidleriyle etkileşmesi sonucu gerçekleşir. Bu etkileşmesi sırasında hücre 

zarında yapısal ve dinamik olarak çok sayıda değişim meydana gelir. Bu değişimler 

hücre zarı lipid kalınlığı, faz geçiş eğrisi, faz geçiş sıcaklıkları, lipid dinamiği, lipid 

düzeni, açil zincir esnekliği, lipid kafa grubu ve sulu kısma yakın gliserol iskelet 

üzerindeki hidrojen bağlanmasının şiddeti gibi parametrelerdir (Yağış ve Türker-

Kaya 2018). Hücre zarının bu karmaşık işleyişi ve heterojen yapısı ilaçların 

çalışmalarda zorluklara sebep olmaktadır (Simons ve İkonen, 1997). Halbuki bir 

ilacın etkin kullanımını sağlamak için, moleküler seviyedeki membranlardaki 

etkileşim bölgesini bilmek çok önemlidir (Türker-Kaya ve diğ. 2011). Bu nedenle 

ilaç-lipid interaksiyonlarının araştırıldığı çalışmalarda ilaçların farmokokinetik ve 

farmakolojik özelliklerini değerlendirebilmek için hücre zarı yapısına benzeyen 

model membran sistemleri kullanılmaktadır (Kırkoçoğlu ve Türker-Kaya 2019, 

Toyran ve Severcan 2007, Severcan ve diğ., 2001 ). 

1.2.1. Çok tabakalı model membran sistemleri 

Model membran sistemleri, lipozomlar, ilk olarak 1965 yılında Bangham tarafından 

hücre zarlarının doğasını incelemesiyle tanımlanmıştır (Bangham 1993, Bangham ve 

diğ. 1965). Lipozom kelimesi köken olarak Yunanca’da yağ anlamına gelen lipos ve 

vücut anlamına gelen soma kelimelerinin bir araya gelmesiyle oluşmuştur. İçte sulu 

bölmeyi çevreleyen lipid çift katmanlarının oluşturduğu küresel veziküllerdir 

(Anwekar ve diğ. 2011). Lipozomlar katman sayıları ve büyüklüklerine göre 

sınıflandırılırlar. Tek veya çok katmanlı olabiliriler ve büyüklükleri hazırlanması için 

kullanılan işleme bağlı olarak ~20nm ile 10 mikron arasında değişebilir. Polidispers 

çok lamelli veziküller (MLV), genellikle hidratlanmış film lipidlerinin 

vortekslenmesiyle hazırlanır. Tanımlanmış ebatlarda küçük veya büyük tek tabakalı 

veziküller (küçük tek tabakalı veziküller=SUV veya büyük tek tabakalı 

veziküller=LUV’ler), seyreltilmiş lipid süspansiyonlarının sonikasyonu veya 

ekstrüzyonu ile elde edilebilir. Dev unilamellar veziküller (GUV’lar), 

elektroformasyon ile hazırlanır (Bourgaux ve Couvreuv, 2014, Rongen ve diğ. 1997). 

Bu lipozom çeşitlerinde kullanılan lipidler nötr ya da -,+ yüklü olabilirler. Ayrıca 

fosfotidilkolin (PC), fosfotidik asit (PA), fosfotidiletanolamin (PE), fosfotidilserin 

(PS), spingomyelin (SM), KOL içeren kompozisyonlarda lipozomlar çalışmalarda 

kullanılabilir. Memeli hücrelerinin plazma zarında PC ve KOL bol bulunduğu için bu 
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tür çalışmalarda biyolojik zarları taklit etmek için PC, DPPC en yaygın kullanılan 

lipid çeşididir. KOL ise membran akışkanlığını azaltarak mekanik rijitliğive 

stabiliteyi arttırmak için çoğunlukla lipozomlara dahil edilir (Gharib ve diğ., Raffie 

and Teissie 1999, Bloom ve diğ. 1991). 

 

Şekil 1.3. DPPC'den oluşan lipozom ve DPPC ve KOL'den oluşan lipozom 

Biyolojik zar sistemleri lipid, protein, karbonhidratlardan oluşan karmaşık bir içeriğe 

sahiptir. Üstelik lipid tabakalarında dahi lipid kalınlığı ve konfügürasyon farklılığı 

bulunmaktadır (Stevens 2005). Bu nedenle ilaç-lipid etkileşimlerini incelemede 

büyük dezavantaj oluşturmaktadır. Model zar sistemleri, bileşenler ve bileşenlerin 

konsantrasyonları ayarlanabildiği için çok önemlidir ( Arslan ve diğ. 2019). Seçilen 

bu biyomimetik sistemi ve buna bağlı çalışma tekniğinin birleşimi, bize zarın içinde 

meydana gelen süreçleri güvenilir bir şekilde rapor edecek ölçümleri sağlamaktadır. 

Dolayısıyla özel ve güvenilir bilgi sağlayan model membran sistemlerinin 

kullanılması ilaç-lipid etkileşimlerini inceleyen çalışmalar için kullanılması genel bir 

yaklaşımdır (Handan ve Türker-Kaya, 2018, Liossi ve diğ. 2017, Losada-Pérez ve 

diğ. 2015, Altunayar ve diğ. 2015). 

1.2.2. Dipalmitoilfosfatidilkolin yapısı 

Biyomembranlarda üç ana tip lipid vardır: fosfolipid, sterol (Müller ve diğ. 2008), 

glikolipid. Canlılarda trigliseritler depolanan lipid çeşitleriyken yapıya katılanlar bu 

üç tip lipid çeşididir. Bazı lipidler ise elektron taşıyıcıları, ışık absorbe eden 

pigmentler, emülsifiye edici ajanlar, hormonlar, intrasellüler haberciler olarak 

(Pluhackova ve diğ 2015, Cascales ve diğ. 2006) önemli görevlere sahiptir. 



13 

 

Membranların yapısında en fazla bulunan lipid çeşidi olan fosfolipid moleküllerinin 

polar baş kısmı hidrofilik, yağ asit zincirleri hidrofobiktir. Böyle ampifilik özellik 

gösteren bu lipid çeşitleri sulu çözeltilerde kendiliğinden kümelenerek lipozom 

şeklinin oluşmasına neden olur (Stillwell 2016, Jӓmbeck ve Lyubartsev 2012).  

Biyolojik sistemlerde de hücre içinin de hücre dışınında sulu olması ve suda 

çözünmeme özelliğine sahip olmaları fosfolipidlerin yağ asit zincirleri birbirine 

bakacak şekilde çift tabaka haline gelmelerini ve öyle kalmalarını destekler. 

Kloroform, eter, benzen, aseton gibi organik çözücülerde çözülebilirler.  

Hücresel membran çift katmanları, fosfolipidlerinin dağılımında karakteristik bir 

çapraz asimetriye sahiptir. Özellikle, plazma zarının dışa bakan katmanı 

fosfatidilkolin ve sfingolipidler açısından zenginken, sitoplazmaya bakan katmanı 

fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve diğer çoğunlukla anyonik fosfolipidler 

bakımından zengindir (Quinn 2002). Bu çalışmada tüm bu özelliklere sahip 

fosfolipid çeşidi olan PC kullanılmıştır. PC insan eritrosit plazma membranında %20, 

akciğer plazma membranında %18, golgi membranında %25 oranında 

bulunmaktadır. Genellikle 14-24 karbondan oluşan PC’lerin karbonları arasında 

doymuş ve/veya cis konfigürasyonunda bir ya da daha fazla çift bağ bulunur 

(Hyvönen ve Kovanen 2005). Bu çalışmadaki PC çeşidi ise iki adet on altı karbonlu 

sature yağ asit zincirlerinden oluşan ve nötr özellikteki DPPC’dir. Kolin baş 

grubundaki (N
+
) pozitif yük, fosfatın negatif yükünü (PO

-
 ), nötr bir kafa grubu 

oluşturacak şekilde nötrleştirir. 

 

                       Şekil 1.4. DPPC'nin 2 boyutlu kimyasal yapısı 

DPPC’nin, Tm sıcaklığı yaklaşık 40°C’dir (Pluhackova ve diğ. 2016, Sonne ve diğ., 

2007); bu ve daha üst sıcaklıklarda yağ asit zincirleri kırılmalara uğrayarak gauche 

konformasyonu denilen daha düzensiz bir forma geçer (Hyvönen ve Kovanen 2005). 

Bu formda lipidlerin arasındaki bağlar zayıfladığı için rotasyonal hareketleri çok 

hızlı gerçekleşir. Moleküler kesit alanındaki artışa uyum sağlamak için efektif zincir 
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uzunluğunda %8 lik bir düşüş gerçekleşir. Bu durum gouche konfomerlerinin sayısı 

ve komşu moleküller arasındaki mesafenin artmasına, dolayısıyla sıvı fazda 

membran geçirgenliğinin artmasına neden olur (Högberg ve diğ. 2008). Yani DPPC 

çift tabakaları düşük ve yüksek sıcaklıklarda faz geçişi denilen durum 

değişikliklerine sahiptirler. Lipidlerin bu fiziksel özellikleri membran fonksiyonlarını 

belirlediği için hem model hem de biyolojik membranlarda ilaç-membran 

etkileşimlerinin incelenmesinde aktif araştırma molekülleri olarak tercih edilmesini 

sağlar (Konyakhina ve diğ., 2011).  

1.2.3. Lipozomların termotropik evreleri 

Fosfolipidlerin lipozomlardaki moleküler düzenlenişlerinde kristal jel, jel, dalgalı jel 

ve sıvı kristal faz olarak dört farklı durum gözlenir. Bunlardan ilk üçü düşük 

sıcaklıklarda gözlemlenen jel fazdır. Jel fazda lipidler arasında güçlü Van der Waals 

bağları olduğu için hareketleri kısıtlı, sıkıca paketli durumdadırlar. Kalan dördüncü 

41°C’nin üstünde gözlemlenen sıvı kristal fazdır. Sıcaklık artışıyla membran 

lipidlerinin molekül içi ya da aralarında Van der Waals bağları sayısı değişikliğe 

uğrar. Hidrokarbon açil zincirlerinin düzenli olduğu jel fazdan (Lβ), konformasyon 

değişikliğine uğramış daha akışkan sıvı kristal faza (Lα) geçer (Ulmschneider ve 

diğ., 2009). Sıvı kristal fazda lipidlerin açil zincirleri arasındaki Van der Waals 

bağları zayıfladığı için fosfolipidler birbirlerine paralel konumlanır ve her lipid kendi 

ekseni etrafında ve zar katmanları arasında hareket edebilir duruma geçer. Lipidlerin 

bu şekilde jel fazdan sıvı kristal faza geçmeleri onların ana faz geçiş sıcaklığı (Tm, 

°C) olarak değerlendirilir ( Bultmann ve diğ., 1991, Cristani ve diğ., 2007), (Şekil 

1.5.). 
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Şekil 1.5. Çift tabakalı fosfolipidlerin Tm değerindeki değişimin şematik gösterimi 

Ayrıca trans-gauche izomerlerinin ve lipidlerdeki Van der Walls bağlarının 

bozulmasıyla oluşan enerji, ana faz geçiş entalpisi (∆H, kkal/mol) olarak 

değerlendirlir.  

Hayvan hücre zarlarındaki KOL varlığı ise yüksek sıcaklıkta yağ asit zincirlerinde 

(hidrokarbon zincirlerinde) sıvı-kristal düzensiz faza (Ld) geçişe sebep olur; bununla 

birlikte KOL artışı açil zincirlerin daha düzenli sıralandığı sıvı-kristal düzenli faza 

(Lo) geçişe sebep olur (Kuo ve Chang 2014, Almeida ve Joly 2014, London 2005), 

(Şekil 1.6.). Model fosfolipid çift katmanlarında, tipik ölçülen kalınlık farklılıkları 

sıvı düzenli ve sıvı düzensiz fazları (Lo, Ld) için ~0.2 ile ~1.6 nm arasındayken jel 

fazda biraz daha fazladır (Williamson ve Olmsted, 2015). 
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  Şekil 1.6. Lipozomların faz çeşitleri (Zalba ve Hagen, 2017) 

1.3. Biyofiziksel Yöntemler 

Bu çalışmada FT-IR ve DSC yöntemleri kullanıldı. 

1.3.1. Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)  

DSC 1963’ten beri en yaygın kullanılan hızlı ölçüm yaptığı ve az miktarda örnek 

gerektirdiği için avantaj olan bir termal analiz tekniğidir. DSC terimi; basit bir 

şekilde, doğrusal bir sıcaklık skalası (rampası) sırasında, örnek üzerinde kantitatif 

kalorimetrik bilginin elde edilebileceğini ifade eder (Menczel ve diğ., 2014). 

 

Şekil 1.7. Diferansiyel Taramalı Spektroskopisinin (DSC) şematik gösterimi 
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DSC örnekleri, en uygun termal iletkenliğe sahip, minimum reaksiyon için 

tasarlanmış küçük metal panlarda analiz edilir. Panlar açık, pim deliği kapalı ve ya 

sızdırmaz olabilir ve inert bir malzemeyle doldurulmuş bir özdeş konfigürasyona 

sahip referans pan ile birlikte kullanılır. Doğru kantitatif çalışma için, örneğin ve 

referans panların termal kütlesi eş hale getirilmelidir. Ayrıca yüksek saflık 

kalibrasyon standartlarına uygun ve temiz DSC fanlarının kullanımı da doğru sonuç 

için büyük önem taşımaktadır (Clas ve diğ., 1999). Ölçüm yapılırken referans ve 

örnek eş zamanlı bir şekilde sabit ısıtıcı disk aracılığıyla değişen sıcaklıklara maruz 

bırakılır. Değişen sıcaklıkla birlikte örnekte faz geçişi gerçekleştiğinde örnek 

tarafından absorbe edilen termal enerji referansa eklenir. Referansa eklenen bu enerji 

dengeleme enerjisi olarak tanımlanabilir ve kayıt altına alındığında örneğin faz geçiş 

enerjisinin ölçümünü (entalpi değişimini) verir (Menczel ve diğ., 2014; Yeagle ve 

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

DSC tekniğinin başlıca uygulamaları polimer ve farmasötik alanlardır. Özellikle yeni 

ilaç içeriğinin saflığındaki değişimleri(geçiş) saptamak veya yeni bir polimorfik 

formun erken tespiti gibi farmasötik uygulamalarda kullanılabilmektedir. Farmasötik 

çalışmalara ışık tutacak ilaç lipid etkileşimlerinin araştırıldığı çalışmalarda da çokça 

tercih edilmektedir (Bilge D. ve diğ.,2013; Severcan ve diğ., 2001). DSC ile hücre 

membran lipidlerinin ilaçlar ile etkileşimi sonucu oluşan faz geçiş sıcaklığı (Tm, °C) 

ve ana faz geçiş entalpisi (∆H, kkal/mol) analiz edilir.  

1.3.2. Fourier Dönüşüm Kızılötesi (FT-IR) Spektroskopisi 

FT-IR, 1960’lı yıllardan beri kullanılan, farklı dalga boylarındaki moleküler 

titreşimleri ölçerek farklı titreşim gruplarını görüntüleyip onların karakterize 

edilmesini sağlayan biyofiziksel tekniktir (Whaley-Mayda ve diğ., 2019, Ali ve diğ., 

2019, Griffiths ve diğ., 2007). 
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Şekil 1.8. Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisinin şematik gösterimi 

FT-IR analiz yaparken şu yolları izler; ışın kaynağından ayrılarak ışın yayıcıya gelir, 

burada ışın hem sabit hem de hareketli aynaya aynı anda gönderilir, daha sonra 

ışınlar aynalardan ayrılarak tekrar ışın yayıcıya gelir, buradan da örneğin bulunduğu 

yere ulaşır, örnek kimyasal özelliklerine bağlı olarak ışığı emer ve bu sırada emilen 

ışın sonucunda biriken radyasyon dedektör tarafından toplanır. 

FT-IR hızlı, tahribatsız, tekrarlanabilir, kullanımı kolay ve düşük maliyetli olma 

yönünden avantajlı olduğu için biyokimya, sitoloji, nöroloji, farmakoloji, 

mikrobiyoloji gibi birçok alandaki çalışmalarda (Nazeer ve diğ., 2017; Shivanoor ve 

diğ., 2016; Barron 2011; Zoumpopoulou ve diğ.,2010; Mietke ve diğ, 2010; Al-Holy 

ve diğ., 2006) kullanılan bir araçtır. Biyolojik sistemlere zarar vermeden DSC’e göre 

moleküler düzeyde daha detaylı incelemeler yapılabilmesine imkan sağladığı için 

ilaç-lipid etkileşimleri çalışmalarında büyük önem taşır. Özellikle ilaç-lipid 

etkileşimleri sırasında moleküler yapıdaki farklı titreşim gruplarını görüntüleyerek 

lipid açil zincirleri, kafa grupları ve hidrofilik kısma yakın gliserol grupları hakkında 

detaylı bilgi sunar. Bu bölgelere atıfta bulunan belirli frekanslardaki bant verileri 

ilaçların, lipid faz geçişi, lipid düzeni ve akışkanlığı üzerindeki etkileri ve lipid 

raftları içerisindeki konumu hakkında bilgiler verir (Larkin 2018; Mignolet ve diğ., 

2016; Briuglia ve diğ., 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, Türkiye). Bu 

çalışmada kullanılan kimyasallara saflaştırma işlemi uygulanmadı.  

2.2. Çok Tabakalı Model Membran Sistemlerinin Hazırlanması 

Çok tabakalı model membran sistemleri literatürdeki benzer çalışmalar baz alınarak ( 

a göre demesem) hazırlandı (Türker ve diğ., 2011, Türker-Kaya ve diğ., 2017). 

Öncelikle 200 ml distile suda 1 fosfat tampon tuz tableti çözdürülerek fosfat tampon 

çözeltisi hazırlandı. (200 ml suda çözünen bir fosfat tampon tuz tableti, 0.137 M 

sodyum klorit, 0.0027 M potasyum klorit, 0.01M fosfat tamponu içerir, 25°C’de 

pH=7.4’tür). Çalışmada kullanmak için belirlenen LCM miktarları (%1, %10 ve %20 

mol), kolesterol miktarları (%1 ve %10 mol) ve DPPC miktarları (%100, %99, %90 

ve %80 mol) hesaplandı. Ayrı ayrı olacak şekilde DPPC ve kolesterol kloroformda, 

lakosamid ise etanolda çözdürülerek stok çözeltileri hazırlandı. Örnekleri oluşturmak 

için hazırlanan stok çözeltilerden mol yüzdelik değerlerine göre sırasıyla DPPC, 

LCM ve kolesterol ependorflara konuldu. Her oluşturulan karışımın bulunduğu 

ependorflar 2 dakika vorteks ile karıştırıldı. Ependorflarda ince film tabakası 

oluşturmak amacıyla çözelti içindeki organik çözücüler, önce azot gazı ile en düşük 

ayar kullanılarak uzaklaştırıldı. Daha sonra örnekler dondurulup kurutma sisteminde 

(Labconco, Freeze Dry System) 18 saat boyunca vakuma maruz bırakıldı. İnce lipid 

tabakası oluşmuş ependorflara 75µl tampon çözelti eklendi. Elde edilen karışım, 2 

dakika 60°C’de (DPPC Tm değerinin 20°C kadar üzerinde), 2 dakika vorteks 

karıştırıcıda döngüsel olarak işleme tabi tutularak süt renginde çok katlı model 

membran sistemleri (lipozomlar) elde edildi.
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2.3. Diferansiyel Tarama Kalorimetresi Çalışmaları 

2.3.1. DSC ölçümleri için örneklerin hazırlanması 

DPPC membran sistemleri ilaç varlığı ve yokluğunda ve ayrıca kolesterollü ilaç 

varlığı ve yokluğunda olmak üzere iki düzenek olarak hazırlandı (Alsop R.J. ve diğ., 

2015). Literatüre göre hazırlanan süt renginde çok katlı model membran sistemleri 

içeren ependorflardan 50µl alındı ve yalıtılmış standart alüminyum DSC panlarına 

yerleştirildi. Ayrıca 50µl’lik buffer diğer panlara konarak kontrol grubu oluşturuldu.   

Panlara yerleştirilmiş örneklerin ve beraberindeki kontrol gruplarının ölçümleri 

Shimadzu DSC-60 Plus Kalorimetresi (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japonya) ile 

gerçekleştirildi. 

2.3.2. DSC ölçümlerinden termogramların eldesi 

 

Şekil 2.1. %20 mol LCM içeren DPPC örneğinden elde edilen DSC termogramı 

Ölçümler 25-60°C aralığında 1°C/dak sıcaklık artışı ve azalışı şeklinde yapıldı. 

Çekimler 3 kere tekrarlandı. Oluşan termogramlar (Şekil 2.1.) Shimadzu’da 

geliştirilmiş TA60 software programı ile analiz edildi. Böylece maksimum pik ile 

Tm belirlendi; ∆H değeri hesaplandı. 
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2.4. FTIR Çalışmaları 

2.4.1. FTIR ölçümleri için örneklerin hazırlanması 

%20 mol LCM içeren DPPC’li örneklerle, %20 mol LCM ve %10 mol kolestrolü 

birlikte içeren DPPC’li örnekler hazırlandı. Vakuma maruz bırakılmış LCM içeren 

ve içermeyen; kolesterollü LCM içeren ve içermeyen DPPC film tabakası olan 

örneklere 20µl fosfat tampon çözeltisi eklendi. Elde edilen karışım, 2 dakika 60-

65°C’de (lipid Tm değerinin yaklaşık 20°C kadar üzerinde), 2 dakika vorteks 

karıştırıcıda döngüsel olarak işleme tabi tutularak süt renginde çok katlı model 

membran sistemleri (lipozomlar) elde edildi. Ardından 20µl’lik lipozom 

örneklerinden alınarak 12µl kalınlıktaki kalsiyum florür (CaF2) quartz pencereler 

arasına örnek kaybı olmaması amacıyla spacer aracılığıyla sabitlendi. Örneklerin, her 

ölçümden önce her sıcaklıkta 5dk. inkübe edilerek 28 ve 52 °C larda spektrumları 

alındı.  Her örnek ölçümü Perkin Elmer Spektrum One FT-IR Spektroskopisi (Perkin 

Elmer, Norwalk, CT, USA) kullanılarak 2 tekrar halinde gerçekleştirildi.  

2.4.2. FTIR ölçümlerinde spektrumların eldesi 

Örnek spektrumlarından havanın spektrumu Perkin Elmer Spectrum One programı 

ile otomatik olarak çıkartıldı. Her örneğin pektrumu 1000 cm-ˡ -4000 cmˉˡ aralığında 

elde edildi ( Şekil 2. 2.) Ayrıca incelenen örnek sisteminin sulu olması örnek 

spektrumun bazı bantların görünümünü etkilediği için tampon çözelti spektrumu yine 

Perkin Elmer Spektrum One programı kullanılarak çıkartıldı. 

Elde edilen spektrumlardaki CH2 asimetrik, CH2 asimetrik, CH3 simetrik, C=O 

simetrik, PO2ˉ asimetrik bantlarının her biri için spektral analiz yapıldı. Bantların 

frekans değerleri ve band genişlikleri Perkin Elmer Spektrum One spektral analiz 

programı ile tespit edildi. Bantların frekans değerleri ağırlık merkezindeki pik 

yüksekliğinin %80’i alınarak hesaplandı. CH2 asimetrik bandının band genişliğinin 

hesaplanmasında %80’lik hesaplamadaki ağırlık merkezi genişliğinin cm cinsinden 

değeri cmˉ
1
 birimine dönüştürüldü. 
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Şekil 2.2. LCM içermeyen DPPC FT-IR spektrumu 
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3. BULGULAR 

3.1 DSC Çalışmalarından Elde Edilen Bulgular 

Bu çalışmada DSC ile farklı konsantrasyonlardaki (%1, 10, 20 %mol) LCM’nin 

kolesterol varlığında ve yokluğunda DPPC lipozomlarındaki Tm ve ∆H değerleri 

üzerindeki değişimleri incelendi. 

 

Şekil 3.1. Saf DPPC ve %1, %10, %20 mol LCM içeren DPPC lipozomlarının DSC 

termogramları 

Şekil 3.1. KOL yokluğunda farklı konsantrasyonlarda LCM içeren ve içermeyen 

DPPC lipozomlarına ait termogramları göstermektedir. Elde edilen termogramlara ait 

Tm ve entalpi değerleri ise Tablo1.1’de gösterilmektedir. Şekil ve tablodan 

görüldüğü saf DPPC’nin Tm değeri yaklaşık 40°C olarak belirlendi. Bu değer, 

literatürle (Gharib ve diğ., 2018, Türker ve diğ., 2011, Leekumjorn ve Sum, 2007)  

uyum içerisindedir. Ayrıca saf DPPC örneğinin ana faz geçiş pikinin dar bir şekilde 

olması DPPC moleküllerinin uygun şekilde lipozom formunu aldıklarını ve 40 °C’de 

tüm lipidlerin aynı anda faz değişimi gösterdiklerini işaret etmektedir. Bir başka 

deyişle saf DPPC’nin keskin entalpi geçişi açil zincirlerinin hareketliliğine bağlıdır. 

Ve lipid zincirlerinin arasındaki yüksek iş birliğini ifade eder (Gardikis ve diğ., 
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2006). Artan LCM konsantrasyonu ile birlikte ise ana faz geçiş pikinde genişleme 

eğilimi tespit edildi. (Şekil 3. 1.).  

Tablo 3.1.Saf  DPPC ve %1mol, %10mol, %20 mol LCM içeren DPPC 

lipozomlarının Tm ve ∆H değerleri 

ÖRNEK Tm  (°C) ∆H (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 lipozomlarına %1mol LCM eklenmesiyle, DPPC lipozomlarının Tm 

değerini daha düşük sıcaklığa kaydırdığı gözlendi. Bunun aksine DPPC 

lipozomlarına %10 ve %20 mol oranlarında LCM eklenmesiyle Tm değerinin daha 

yüksek sıcaklıklara kaydığı saptandı (Tablo1.1). Aynı zamanda DPPC lipozomlarına 

%1, %10 ve %20mol LCM eklenmesi ∆H sırasıyla kademeli olarak azalttığı 

belirlendi (Tablo3.1.). 

 

Şekil 3.2. Saf DPPC ve %1, %10 mol KOL ve %1 KOL ile %20 mol LCM içeren 

DPPC lipozomlarının DSC termogramları 

Şekil 3.2. farklı konsantrasyonlarda KOL ve KOL ile birlikte LCM içeren DPPC 

lipozomlarına ait termogramları göstermektedir. Elde edilen temogramlara ait Tm ve 

entalpi değerleri ise Tablo 3.2.’de gösterilmektedir. Şekil ve tablodan görülen DPPC 

lipozomlarına LCM eklendiğinde ∆H ve Tm değerlerindeki en etkin sonuç %20mol 
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olarak belirlendi. Bu nedenle KOL’un varlığının LCM-DPPC etkileşmesine etkisini 

değerlendirmek için çalışmanın sonraki aşamasında sadece %20 mol LCM oranıyla 

deneylere devam edildi. Saf DPPC lipozomlarına %1 ve %10 mol KOL 

eklenmesiyle, DPPC lipozomlarının ana faz geçiş pikinde sırası ile artan genişleme, 

bununla birlikte %20 mol LCM içeren lipozomlara %1 ve %10 mol 

konsantrasyonlarında KOL eklenmesiyle de benzer genişlemeler tespit edildi (Şekil 

3.2.). 

Tablo 3.2.Saf DPPC’den oluşan lipozomların ve %1mol, %10 mol KOL içeren 

DPPC ve %1mol, %10 mol KOL ile sadece %20 mol LCM içeren DPPC 

lipozomlarının Tm ve ∆H değerleri 

ÖRNEK Tm  (°C) ∆H (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 bağlı olarak saf DPPC lipozomlarına %1 ve %10 mol KOL eklenmesiyle Tm 

değerinin daha düşük sıcaklıklara kaydığı gözlendi. Bu saf lipozomlara %1 mol KOL 

birlikte %20 mol LCM eklendiğinde ise Tm değerinin daha yüksek değerlere kaydığı 

gözlenirken KOL miktarı %10 mol’e çıkarıldığında %1 mol’e göre düşüş saptandı. 

Ayrıca DPPC lipozomlarına KOL eklenmesiyle ters orantılı olarak entalpi değeri 

azaldı. Bu durum KOL artışına bağlı olarak LCM eklendiğinde de belirlendi. 

3.2  FTIR Çalışmalarından Elde Edilen Bulgular 

DSC tekniği ile DPPC’nin Tm değeri yaklaşık 40°C olarak belirlendiği için FT-IR 

çalışmalarında DPPC jel ve sıvı kristal fazında LCM’nin etkisini incelemek amacıyla 

örneklerde iki fazı temsil etmesi amacıyla iki sıcaklık değerlerinde spektrumların 

frekans ve bant genişliğinde incelemeler yapıldı; 28°C (jel faz) ve 52°C (sıvı kristal 

faz). Belirlenen bu sıcaklıklarda FT-IR spektroskopisi ile lipid düzeni, lipid dinamiği 

ve hidrojen bağlanma durumu detaylandırılmak amacıyla hidrokarbon kuyruğu 

temsil eden 3100-2800 cm
-1

 spektral aralığındaki karbon-hidrojen (C-H) gerilme 

bantlarının bölgeleri ile gliserol baş grubu temsil eden 1750-1700 cm
-1

 ve 1250-1200 
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cm
-1

 spektral aralıktaki karbonil titreşim bantları bölgeleri incelendi. İncelemeler saf 

DPPC lipozomları, %20 mol LCM içeren lipozomlar, %20 mol LCM ile %10 mol ya 

da %1 mol KOL içeren lipozomlar kullanılarak gerçekleştirildi. Bu konsantrasyon ve 

aralıklarda yer alan CH2 asimetrik, CH3 simetrik, C=O simetrik, PO2ˉ asimetrik 

frekans değerlerinde ve CH2 asimetrik gerilme bandındaki genişlikte oluşan spektral 

değişimler tespit edildi. DPPC lipozomlarına DSC örneklerinde LCM eklendiğinde 

∆H ve Tm değerlerindeki en etkin sonuç %20mol olarak belirlendiği ve bu nedenle 

KOL’un varlığının LCM-DPPC etkileşmesine etkisini değerlendirmek için DSC 

çalışmalarının sonraki aşamasında sadece %20 mol LCM oranıyla deneylere 

sürdürüldüğü için FT-IR örneklerinde de bu oranlarla deney süreci devam ettirildi. 

3.2.1. CH2 asimetrik gerilme  

Şekil 3. 3. Saf DPPC, %20 mol LCM içeren DPPC ve %20 mol LCM ile birlikte 

%10 mol KOL içeren lipozomların jel ve sıvı kristal faza denk gelen sıcaklıklardaki 

CH2 asimetrik gerilme bantlarını içeren frekans spektrumlarını göstermektedir. Şekil 

3. 4. ise aynı konsantrasyonlardaki bant genişliğini içeren spektrumları 

göstermektedir. 

 

Şekil 3.3. Saf DPPC, %20 mol LCM içeren ve %20 mol LCM ile %10 mol KOL 

içeren DPPC lipozomlarının CH2 asimetrik gerilme bandındaki 28°C ve 52°C'deki 

frekans değişimleri 

Şekillerde görüldüğü gibi saf DPPC lipozomlarına %20 mol LCM ve daha sonra 

LCM ile %10 mol KOL eklenmesiyle jel ve sıvı kristal fazda CH2 asimetrik gerilme 
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bantlarının her ikisinin de frekans değerlerinde kademeli bir şekilde azalma 

belirlendi (Şekil3.3).  

 

Şekil 3.4. Saf DPPC, %20 mol LCM içeren ve %20 mol LCM ile %10 mol KOL 

içeren DPPC lipozomlarının CH2 asimetrik gerilme bandındaki 28°C ve 52°C’deki 

bant genişliği değişimleri 

Buna karşın iki farklı fazda DPPC lipozomlarına %20 mol LCM eklenmesiyle CH2 

asimetrik gerilme bandının bant genişliklerinde azalma gözlenirken %20 mol LCM 

ile %10 KOL eklenmesiyle bant genişliklerinde tekrar bir artış tespit edildi (Şekil 

3.4).  

3.2.2. CH3 simetrik gerilme 

Şekil 3. 5. Saf DPPC, %20 mol LCM içeren DPPC ve %20 mol LCM ile birlikte 

%10 mol KOL içeren lipozomların jel ve sıvı kristal faza denk gelen sıcaklıklardaki 

CH3 simetrik gerilme bantlarını içeren frekans spektrumlarını göstermektedir. 

Şekilde görüldüğü gibi DPPC lipozomlarına %20 mol LCM eklenmesiyle jel ve sıvı 

kristal fazın her ikisinde CH3 simetrik gerilme bandının frekans değerinde artma 

gözlenirken %20 mol LCM ile %10 mol KOL eklenmesiyle değerlerde tekrar bir 

azalma tespit edildi. Üstelik sıvı kristal fazda bu azalış neredeyse saf DPPC’nin sıvı 

kristal fazındaki frekans değerine döndürecek kadardır (Şekil3.5). 
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Şekil 3.5. Saf DPPC, %20 mol LCM içeren ve %20 mol LCM ile %10 mol KOL 

içeren DPPC lipozomlarının CH3 simetrik gerime bandındaki 28°C ve 52°C’deki 

frekans değişimleri 

3.2.3. C=O simetrik gerilme  

Şekil 3. 6. Saf DPPC, %20 mol LCM içeren DPPC ve %20 mol LCM ile birlikte 

%10 mol KOL içeren lipozomların jel ve sıvı kristal faza denk gelen sıcaklıklardaki 

C=O simetrik gerilme bantlarını içeren frekans spektrumlarını göstermektedir. 

Şekilde görüldüğü üzere DPPC lipozomlarına %20 mol LCM eklenmesiyle jel ve 

kristal fazın her ikisinde C=O simetrik gerilme bandının frekans değerlerinde 

belirgin bir azalma belirlendi. Fakat %20 mol LCM ile %10 mol KOL eklenmesiyle 

jel fazdaki bu bandın frekans değerinde azalma devam etmesine rağmen sıvı kristal 

fazdaki bandın frekans değerinde tekrar bir artma tespit edildi (Şekil 3.6.). 
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Şekil 3.6. Saf DPPC, %20 mol LCM içeren ve %20mol LCM ile %10mol KOL 

içeren DPPC lipozomlarının C=O simetrik gerime bandındaki 28°C ve 52°C’deki 

frekans değişimleri 

3.2.4. PO2
-  

simetrik gerilme  

Şekil 3. 7. Saf  DPPC, %20 mol LCM içeren DPPC ve %20 mol LCM ile birlikte %1 

mol KOL içeren DPPC lipozomlarının jel ve sıvı kristal faza denk gelen 

sıcaklıklardaki PO2
-
 simetrik gerilme bantlarını içeren frekans spektrumlarını 

göstermektedir. 

 

 

Şekil 3.7. Saf DPPC, %20 mol LCM içeren ve %20 LCM ile %1 mol KOL içeren 

DPPC lipozomlarının PO2ˉ simetrik gerime bandındaki 28°C ve 52°C’deki frekans 

değişimleri 
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Bu şekilde de görüldüğü üzere DPPC lipozomlarına %20 mol LCM eklenmesiyle jel 

ve sıvı kristal fazın her ikisinde PO2ˉ simetrik gerilme bandının frekans değerinde 

belirgin azalma belirlendi; fakat %20mol LCM ile %1 mol KOL eklenmesiyle 

değerlerde tekrar bir artma tespit edildi (Şekil 3. 7.).  
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4. TARTIŞMA 

Hücrelerin yapısal bütünlüğünü koruması, kararlı iç dengesini sürdürmesi ve 

kontrollü işleyiş gerçekleştirmesi hücre zarları aracılığıyla gerçekleşir. Hücre 

zarlarını oluşturan lipidlerin yapı ve faz geçiş davranışları bu durumun temel kontrol 

mekanizmalarındandır. Bu fonksiyonel yapının bozulması belirli hastalıklara sebep 

olmaktadır. Epilepsi bu hastalıklardan biridir. Epilepsi, beyindeki anormal aşırı veya 

senkronize nöronal aktiviteden kaynaklanan belirti ve/veya semptomların geçici 

durumu olarak tanımlanan epileptik nöbetin, en az bir defa gerçekleşmesidir. Nöbet 

oluşumuna neden olan bu nöronal aktivitedeki bozukluk ise MSS’deki hücrelerin 

fonksiyonu üzerindeki etkiyi ifade etmektedir. Bunun için üretilen ilaçların 

MSS’deki hücrelerde etkinlik göstermesi dolayısıyla o hedef hücrelerin zarlarıyla 

etkileşime girmesi mecburidir. Çünkü ilaçlar hücre zarlarındaki lipidlerden oluşmuş 

tabakalardaki porlardan pasif taşıma ya da bu tabakalara yerleşmiş kanal proteinleri 

aracılığıyla geçer. Dolayısıyla tedavi amaçlı kullanılacak ilaçların hücre zarlarıyla 

iletişimini incelemek ilaç etkinliğini arttırmak ve moleküler mekanizmasını 

açıklamak açısından büyük önem taşımaktadır. İlaçların ve diğer bieşenlerin 

lipidlerin üzerindeki etkilerini anlamak için içeriği kontrol edilebilen model zarlarla 

çalışmalar yapmak yaygın bir yaklaşımdır (Jacobson ve diğ., 2019, Kırkoçoğlu ve 

Türker-Kaya, 2019, Shestivska ve diğ., 2018, Liossi ve diğ., 2017, Losada-Pérez ve 

diğ., 2015, Altunayar ve diğ., 2015).  

Düşük protein bağlanması ve vücuttaki dağılım seviyesi göz önüne alındığında 

LCM’nin membran lipidlerine bağlanması gerekir. Bu sebeple biz de çalışmamızda, 

LCM’nin DPPC lipidleri ile oluşturulmuş yapay zarlarla ilişkisini araştırdık. Bunun 

için KOL varlığında ve yokluğunda LCM’nin farklı konsantrasyonlardaki (%1, 10, 

20 mol) DPPC lipozomlarındaki termotropik özellikleri (Tm ve ∆H) üzerindeki 

etkilerini inceledik. Ek olarak KOL varlığında ve yokluğunda LCM (%20mol) içeren 

DPPC lipozomlarının hidrofilik ve hidrofobik bölgeleri arasındaki moleküler 

bağlanmalarının detayları hakkında bilgiler elde ettik. Lipidlerin bu tarz biyofiziksel 

özelliklerini inceleme avantajları nedeniyle DSC ve FT-IR spektroskopisi kullanıldı. 
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DSC, termotropik parametrelerin ölçümünü sunarken (Tm ve ∆H); FT-IR lipidlerin 

açil zincirlerinin metilen ve metil gruplarının (CH2 ve CH3) titreşimleri, karbonil 

gruplarının (C=O) ve fosfat gruplarının (PO2
-
) titreşimlerinin gözlenmesiyle lipid 

dinamikleri (akışkanlık), açil zincir esnekliği (düzeni) ve onların hidrasyon durumu 

hakkında veri sunar. 

Tablo 3.1. ve Şekil 3.1’de görüldüğü üzere %10mol ve %20 mol 

konsantrasyonlarındaki LCM’nin eklenmesiyle DPPC’nin Tm değerlerindeki artış 

lipidlerin açil gruplarındaki bazı trans izomerlerinin gouche izomerlerine değişiminin 

daha yüksek sıcaklıklarda meydana gelmesi demektir. Yani, lipid bilayerların dış 

hidrofobik bölgedeki yani C1-C8 atomlarının konumundaki LCM’nin varlığını 

yansıtıyor olabilir. %1mol LCM eklenmesiyle ise DPPC lipozomlarının Tm 

değerinin %10 ve 20 mol eklenmesiyle çok daha düşük olması LCM’nin 

fosfolipidler arasına girerek çift tabakadaki lipidlere bağlandığını gösterir. Bu durum 

LCM’nin %1 kadar düşük konsantrasyonda dahi DPPC lipozomlarının termotropik 

parametreleri üzerinde çok etkili olduğunu açıklayabilir. Böylece LCM’nin 

termotropik davranış üzerine etkisi artan konsantrasyonuna bağlı olmadığı 

belirtilmelidir. %1mol , %10mol ve %20mol LCM eklenmesiyle oluşan ∆H 

değerindeki kademeli azalış ise LCM’nin, açil zincirler arasındaki van der Waals 

etkileşimlerini değiştirerek bilayerlardaki paketlenmenin artmasına neden olduğu 

şeklinde yorumlanabilir. (Ezer ve diğ., 2017, Altunayar ve diğ, 2015, Ceckler ve 

Cunningham, 1997).   

Tablo 3.2.’deki sadece verilere göre saf DPPC lipozomlarına KOL eklenmesiyle 

(%1, 10 mol) Tm değerinin daha düşük sıcaklığa kaydırmış olması da lipid açil 

zincirleriyle KOL’un etkileşime girdiğini göstermektedir (Meyer ve Smit, 2009). Bu 

durum KOL’un lipidlerle kimyasal yapısından dolayı daha fazla bağlanmalar yapıp 

zarın daha rijit hale gelerek lamel aralığının azaldığını gösteriyor olabilir (Alsop ve 

diğ., 2015). Bu da DPPC lipozomlarına KOL’un nüfus etme kapasitesinin daha 

yüksek olmasından kaynaklanmış olabilir. LCM içeren DPPC lipozomlarına %1mol 

KOL eklemesi Tm değerini yüksek sıcaklığa; %10mol kolesterol eklemesi, düşük 

sıcaklığa kaydırması ve ayrıca %1 ve %10mol KOL eklemesinin sırasıyla ∆H 

değerini azaltması heterojen bir sistemin indüklendiğini gösterir (Gardikis ve 

diğ.2006). Yani bu durum LCM’nin kolesterol ile lipidlerin açil zincirleri arasındaki 
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van der Walls etkileşimlerini arttırdığını göstermektedir (Elger ve diğ., 2016). 

Yüksek sıcaklıkta jel fazına geçiş, işbirliği davranışı ve büyük entalpi değişimi ile 

karakterize edilir (Kodama ve Kawasaki, 2010). Ayrıca %20 mol LCM’e %10 mol 

KOL eklenmesiyle Tm değerinin daha düşük sıcaklığa kayması (Şekil 3.1., Şekil 

3.2.) KOL’un ilacın etkinliğini değiştirdiğini gösterebilir.  

Ana geçiş zirvesi yağ açil zincirlerinin hareketliliği ile ilişkili olduğu için ∆H ve Tm 

gibi parametreler lipid-lipid bağlanmalarının egemen olduğu zarlarda onların faz 

davranışlarını ve ayrıca LCM’nin KOL ile DPPC lipidlerine ayrılması olarak 

adlandırılabilecek herhangi bir molekülün bağlanmasını yansıtır. Bu bağlamda DSC 

sonuçlarından elde edilen bulgulara göre LCM ve KOL molekülleri lipozomlardaki 

hidrofilik bölgelerle etkileşime girmiştir; bunun yanı sıra LCM’nin tek başına 

lipozomlarda etkinliği yüksekken KOL ile tek başına olduğu kadar etkinliğinin 

yüksek olmadığı yönünde bir değişim gözlenmiştir. LCM ve KOL’un arasında 

fosfolipidlere bağlanmak için oluşan rekabetinden kaynaklandığı söylenebilir. Bu 

durumları moleküler düzeyde detaylandırmak adına yaptığımız FT-IR spektroskopisi 

bulgularına göre, DPPC lipozomlarına LCM ve daha sonra KOL eklenmesiyle Şekil 

3.3.’de görüldüğü gibi jel ve sıvı kristal fazda CH2 asimetrik gerilme bandının 

frekansındaki azalmanın tespiti DSC sonuçlarını destekleyerek sistemin daha rijit 

hale geldiğini göstermektedir (Altunayar ve diğ., 2015). Çünkü ana faz geçişi 

(~41°C) sırasında gerçekleşen DPPC’nin CH2 gerilme modlarının tepe frekansındaki 

kayma tüm fosfolipidlerdeki gouche konformerlerinden transa doğru yapılan 

değişiklikle ilişkilendirilmiştir (Kazancı ve diğ. 2001, Cameron ve Charette 1981). 

Diğer bir deyişle, bu bandın frekans değerleri fosfolipidlerin açil zincirlerinin yapısal 

durumu yani düzenine bağlı olarak değişir. Frekansın yüksek değerlere kayması, 

gauche konformasyonlarının sayısının artışını (düzensizliği), düşük değerlere 

kayması ise trans konformasyonlarının sayısının artışını (düzeni) ifade eder (Ergün 

ve diğ., 2014, Yeagle 2004). Jel ve sıvı kristal fazdaki frekans azalması, 

lipozomlardaki gouche konformerlerinin sayıca azaldığını yani sistemin açil zincir 

düzeninin arttırıldığını göstermektedir (Garip ve Severcan, 2010).  

DPPC lipozomlarının dinamikleri hakkındaki bilgi CH2 asimetrik gerilme 

bandındaki bant genişliğinden elde edilir (Ezer ve diğ., 2017, Şahin ve diğ., 2013, 

Lopez-Garcia ve diğ., 2013). Şekil 3.4.’de tespit edilen CH2 asimetrik gerilme 
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bandındaki bant genişliğindeki LCM eklenmesi ile oluşan azalış yine membran 

dinamiğini arttırıcı yönde etki ettiğini göstermektedir. LCM’nin lipozomlar 

üzerindeki bu davranışı, aksiyon potansiyeli oluşması üzerindeki önleyici etkileri ile 

ilgili olabilir. Bu nöropatik ağrıya kullanımı ile de ilişkilendirilebilir (Beyreuther ve 

diğ., 2006). Üstelik aynı şekildeki gösterilen LCM’li lipozoma KOL eklenmesi ile 

CH2 asimetrik gerilme bandındaki bant genişliğinde oluşan daha az azalış ise 

membran dinamiğinde sadece LCM içeren lipozomlara göre daha az arttırıcı etki 

olduğunu destekler niteliktedir. Prensip olarak KOL, saf DPPC lipozomlarına 

eklendiğinde jel fazdaki akışkanlığı azaltırken sıvı kristal fazda arttırır (Altun ayar ve 

diğ., 2015, López- García ve diğ.,1993). Bununla birlikte çalışmamızda CH2 

asimetrik gerilme bant genişliğindeki azalışın KOL ilavesiyle gözlenen artışı, yani 

KOL eklenmesiyle rijitlik artışı LCM’nin de akışkanlık azaltıcı etkisinden 

kaynaklanabilir. Bu bağlamda DPPC+ %10 mol KOL+ %20 mol LCM örneğinde 

Tm ve bant genişliğinde diğer örneklerden daha yüksek olduğu belirtilmelidir. Her 

ne kadar bu bulgunun tüm örnekler arasında bir fark olmadığı şeklinde 

yorumlanması beklense de, modern zar çalışmaları için bu tür değişiklikler hala 

LCM, DPPC lipideri ve KOL arasında etkileşim olduğu anlamına gelebilir. Bu aynı 

zamanda FT-IR çalışmasının verilerinin yanı sıra ∆H değerindeki belirgin 

değişimleri yansıtabilir.  (Yağış ve Türker-Kaya, 2018) 

Şekil 3.5.’de görülen CH3 simetrik gerilme bandının jel ve sıvı kristal fazın her 

ikisinde frekans değerinde DPPC lipozomlarına %20 mol LCM eklenmesiyle 

gözlenen artma membranın iç kısımlarındaki açil zincirlerinin gouche 

konformerlerinin arttığını yani membran düzensizliğinin arttığını 

göstermektedir(REF?). %20 mol LCM ile %10 mol KOL eklenmesiyle değerde 

tekrar bir azalma gözlenmesi; üstelik sıvı kristal fazda bu azalış neredeyse saf 

DPPC’nin sıvı kristal fazındaki değere döndürecek kadar olması KOL eklenmesiyle 

LCM ile oluşan bu düzensizliğin azaldığını ifade eder. Bu da KOL molekülünün 

LCM ile karşılaştırıldığında zar lipidlerinin daha iç kısımlarına yerleşebildiğini 

göstermektedir. Benzer şekilde DSC bulgularına göre LCM’nin DPPC termotropik 

özellikleri üzerine yaptığı değişiklikler KOL eklenmesiyle daha etkin hale 

dönüşmüştür. Bu durum yukarıda bahsedilen KOL’un lipidler arasına penetrasyon 

kabiliyetinin daha yüksek olduğunu desteklemektedir. 
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Şekil 3.6’da ayırt edilen C=O gerilme bantlarındaki %20 mol LCM eklenmesiyle jel 

ve kristal fazlarda oluşan frekanstaki azalma, jel ve kristal fazlarda LCM’nin gliserol 

iskeleti ve fosfat kafa grupları veya etrafındaki su molekülleriyle hidrojen 

bağlanmaları yaptığını gösterirken KOL’un neden olduğu bu frekanslardaki artma 

hidrojen bağlanmalarında azaltıcı etki yarattığını göstermektedir (Bilge ve diğ., 2014, 

Kazancı ve diğ., 2001). Yani sıvı-kristal fazda KOL, fosfolipidlerde serbest C=O 

gruplarının artışına sebep olmuştur. Şekil 3.7.’de de jel ve sıvı-kristal fazdaki PO2
-
 

gerilme bandındaki %20 mol LCM ile oluşan azalışlar ilacın fosfolipidlerin kafa 

grupları ile kuvvetli hidrojen bağları yaptığını, KOL’un ise bu bağlanmaları 

azalttığını da gösterir. LCM ve KOL’un hem karbonil hem de DPPC lipidlerinin kafa 

grupları ile hidrojen bağlanmaları yapması, hem KOL’un hem de LCM’nin, 

Altunayar ve diğerleri tarafından bildirildiği gibi lipid açil zincir esnekliğini ve lipid 

dinamiklerini değiştirme gücüne sahip olduğuna işaret edebilir (Barroso ve diğ., 

2015, Altunayar ve diğ., 2015). Çift tabakada KOL, lipid dolgusunu etkilemektedir 

(Wang ve London, 2018). Bennett ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışma KOL 

molekülü, bilayerlerde fosfolipit komşularına kabaca paralel bir şekilde hizalandığını 

ve KOL’un 3-β-hidroksil grubunun, sulu ara yüze yakın olan açil karbonil 

gruplarının yakınında bulunduğunu gösterir (Bennett ve diğ., 2018). C=O ve PO2
-
 

gerilme bandlarındaki ulaştığımız veriler, LCM ve KOL’un DPPC lipidlerinin 

hidrofilik kısımları ile etkileşime girme eğilimini göstererek bu çalışmayı destekler 

niteliktedir. Ayrıca yapılan bu çalışmalarda, KOL’un lipid açil zincirleriyle 

etkileşime girdiğinde, daha fazla trans konformasyonları ve van der Waals 

etkileşimleri oluşturması nedeniyle oluşan alanın entaljik açıdan elverişli olduğunu 

ifade etmektedir. Zaten KOL ve LCM’nin kimyasal formülü nedeniyle bu tür 

gruplarla hidrojen bağı yapması beklenmektedir. LCM, 2 hidrojen bağ alıcı ve 3 

verici gruba sahipken KOL, 1 hidrojen alıcı ve 1 verici gruba sahiptir. LCM ve 

KOL’un sahip oldukları hidrojen bağ yapabilen gruplarının bulunması nedeniyle 

fosfolipidlerdeki PO2
-
 ve C=O grupları LCM ve KOL’un bu gruplarına bağlanacak 

bir alan olmuş olabilir. Daha detaylandırmak gerekirse LCM için hidrojen bağı, 

DPPC lipidlerinin C=O ve PO2
-
 grupları arasında ve birbirlerinin lipid gruplarından 

ziyade LCM’nin N-H ve O grupları veya su molekülleri ile meydana gelebilir. 

Bildiğimiz kadarıyla LCM’nin çözünürlüğü bilinmesine rağmen LCM’nin lipidler 

üzerindeki bu yeteneği daha önce bildirilmemiştir. LCM ve KOL içeren örneklerde, 
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C=O ve PO2
-
 gerilme bandlarının frekans değerlerinde hala azalma olsa da bu 

düşüşün derecesi LCM’nin kendisindeki düşüşten daha az görünüyordu. Bu LCM ve 

KOL arasındaki rekabetten kaynaklanmış olabilir. Özellikle KOL’un kutupsal OH 

grupları ve sudaki PC’lerin oksijen atomlarıyla hidrojen bağı yapacaktır. Ek olarak, 

LCM ve KOL arasında bir ilişki olması da muhtemeldir. Ancak, bu tür KOL 

etkisinin olasılığı çok düşüktür. Çünkü hidrojen bağ alıcı ve kabul eden gruplarının 

sayısı sırasıyla 1 ve 1’dir.   

Ayrıca bahsedilen bu bantlardaki bulgulara göre KOL eklenmesi ile oluşan LCM 

hidrojen bağlanmalarındaki azalma LCM’nin de KOL’un de aynı bölgelere 

bağlanma gerçekleştirdiği için aralarında rekabet oluşturduğundan meydana geldiği 

söylenebilir (Yağış ve Türker-Kaya, 2018).  

Biyolojik zarlarda heterojen yapıyı oluşturan moleküllerden biri de proteinlerdir 

(Lingwood ve Simons, 2010). Lipidlerin arasına boydan boya yerleşmiş proteinler 

(periferal) ile tek tabakada gömülü proteinler (integral) bulunur. İntegral ve periferal 

proteinler lipidlerin hidrofobik ve hidrofilik bölgelerindeki konformasyonel 

değişikliklerinden etkilenirler (Johnson ve Cornell, 2009, Lomize ve diğ., 2007, 

Agasøster ve diğ., 2003). LCM’nin biyolojik sistemlerde meydana getirebileceği 

değişikliklerden birisi, lipidlerin hidrofilik kısımlarında meydana getirdiği 

değişikliktir. Bu lipidlerin etrafındaki integral proteinlerin de yapısında değişiklik 

oluşturabileceği şeklinde yorumlanabilir (REF). Eğer yapısal değişikliğe uğrattığı 

proteinler hücrenin dışa bakan kısmında bulunan glikoprotein molekülleri ise 

LCM’nin dolaylı olarak hücrenin özgüllüğünü değiştirebildiği söylenebilir. Ya da 

yapısal değişikliğe uğrattığı protein sinyal iletimi ya da madde taşınmasında görevli 

bir protein (Newcomer ve diğ., 1998, Escribá ve diğ., 1997) ise proteinlerin bu 

görevleri üzerinde olumlu ya da olumsuz etki oluşturabileceği söylenebilir. 

Literatürde bulunan birkaç çalışma LCM etkisinin hücre bağlantı noktalarında 

elektriksel bağlantıyı arttırması üzerinde durmuş olması söz konusu yorumu 

destekler niteliktedir (Hebeisen ve diğ., 2015, Licko ve diğ., 2013, Doty ve diğ., 

2007). Bunun yanı sıra bazı proteinlerin biyolojik membranları kavisli şekillerde 

iskeletleme potansiyeline sahip olduğuna dair birçok çalışma mevcuttur (Stachowiak 

ve diğ., 2012, Baumgart ve diğ., 2011, Daumke ve diğ., 2007, Antonny, 2006, 

Shibata ve diğ., 2006, Praefcke ve McMahon, 2004, Peter ve diğ., 2004, Bremser ve 
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diğ., 1999). Gerçek zar sistemlerinde özelleşmiş proteinlerin zardaki lipidlere 

bağlanarak zar yüzeyinde kavislenmeler ile eğrilikler yarattığı bilinmektedir. 

Membran eğriliğinin oluşmasına katkıda bulunan bu proteinler hidrofobik ve/veya 

amfipatik parçalar içerdiği için membranın belirli bir derinliğine nüfus ederek 

etkinliğini gösterir (Campelo ve diğ., 2008). Bu bağlamda LCM’nin zar lipidlerinin 

konfigürasyonunda değişiklik yaratması zar proteinlerinin fosfolipidlere 

bağlanmalarını değiştirerek hücre zar eğriliğini de değiştirebileceği yorumu 

getirilebilir. Armstrong ve arkadaşlarının yaptığı çalışma, KOL moleküllerinin de 

lipid matriksinde düzgün şekilde dağıldığını ve KOL’un lipid başına düşen alanı 

azalttığını ifade etmektedir (Armstrong ve diğ., 2013, Roher ve diğ., 2002). Bu da Lo 

fazını tercih eden KOL’un, zarda maksimum ölçüde uzamalara neden olduğunu yani 

Ld alanlarından daha kalın olduğunu gösterir (Lingwood ve Simons, 2010, Hurley ve 

diğ., 2010). Hücre zar kalınlığını ve lipidler arası bağlanmaları değiştirdiği için KOL 

için de zar eğriliği oluşumu üzerine etkilere meydana getirebileceği de söylenebilir.  

Ayrıca lipozomlar kompozisyon değişkenliği ve yapısal özellikleri nedeniyle tıp, 

eczacılık, kozmetik ve gıda endüstrilerinde kullanılmaktadır (Laouini ve diğ., 2012). 

Toksik olmayan ve biyolojik olarak parçalanabilen ilaç dağılım sistemleri olarak 

kullanılabilir. Özellikle hem lipofilik hem de hidrofilik ilaçlar kapsüllenerek hedef 

hücrelere gönderilebilir (Trucillo ve diğ., 2017, Laouini ve diğ., 2013). Bu çalışma 

bu tarz uygulamaların geliştirebilmesi için de LCM gibi ilaçların moleküler 

uygunluğunun tespit edilmesine önayak olabilir. 

LCM gibi yeni kuşak AEİ’ler diğer ilaçlarla daha az etkileşime girecek şekilde 

üretilmiştir. Ve bir AEİ’den beklenen en önemli özelliklerden biri de iyi bir 

biyoyararlanma oranı olmasıdır. Bu sebeple bu çalışmada yapılan moleküler düzeyde 

araştırma LCM’nin zarlardaki etkinliğini arttırarak biyoyararlanımının arttırılması 

yönünde yapılacak çalışmalara da ışık tutacaktır. 

Bu tarz modelleme sistemleri gerçek hücre zarlarının karmaşıklığının modüle 

edilmesinde de büyük önem taşımaktadır (Armstrong ve diğ., 2013, Meyer ve diğ., 

2008). 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Bir ilacın etkinliği, onun hücre zarlarındaki moleküler etkileşimi ile belirlenir. Bu 

nedenle bir ilacın geliştirilmesi ve daha işlevli hale getirilebilmesi için o ilacın hücre 

zarlarında yarattığı konumsal ve konformasyonel farklılıklar ortaya çıkarılmalıdır. 

Bu bağlamda bu çalışmada LCM’nin,  DPPC lipid çeşitlerinden oluşturulmuş 

lipozomlardaki etkileşimine bakıldı. Üstelik memeli hücre zarlarında bol bulunan ve 

hücre zarlarını daha rijit hale getirerek madde giriş çıkışlarını değiştirebilen KOL 

molekülleri de lipozomlara eklenerek biyolojik membranlara daha yakın bir çalışma 

sunulmuştur. Çalışmada DSC tekniği ile KOL içeren ve içermeyen lipozomların 

LCM ile termotropik değişimleri incelendi. Ayrıca FT-IR ile ilaç, lipid ve KOL’un 

bağlanmaları üzerine detaylı araştırma yapıldı. Elde edilen bulgular sayesinde, LCM 

ve KOL’ün membranlardaki olası etkileri moleküler düzeyde araştırıldı. Böylece 

LCM ve KOL’un etki mekanizması ile ilgili fayda sağayacak bilgiler elde edildi. 

Buna karşın saf lipidlerden oluşmuş veziküllerde aynı Tm’e sahip iki lipid farklı 

bğlanma derecesi sergileyebilir (Wang and London, 2018). Bu nedenle de daha 

detaylı bağlanma bilgisi ve hücre içi konumu hakkında Nüklear Manyetik Rezonans 

(NMR), Nötron Triple-axis Spektroskopisi (TAS) gibi daha spesifik incelemeler 

yapan biyofiziksel yöntemlerle çalışmalara devam edilmelidir. 

Uzun süreli nöbetleri ve ciddi nöbetle ilişkili yaralanma ve komplikasyonların 

kontrolü, hastalar ve toplum için ağır bir yüktür (Keezer, Sisodiya, & Sander, 2016). 

Bu nedenle, epilepsinin kesin mekanizması hakkında daha derin veya alternatif bir 

anlayışa sahip olmak ve bu nedenle ilaca dirençli epilepsiyi kontrol etmek için daha 

umut verici terapötik yaklaşımlar veya ilaç hedefleri geliştirmek için önemli 

derecede bir ihtiyaç vardır. Bu nedenle bu yapılan çalışma, LCM gibi epileptik 

ilaçların hastalık tedavisindeki rolünü anlamak için yapılan çalışmalara ve ihtiyaçlara 

kaynak olacaktır. 
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