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Ozet

Bu calismada floresin ve merosiyanin 540 molekiilleri arasindaki etkilesim spektroskopik teknikler kullanilarak L-
egg lecithin phosphatidylcholin’le olusturulan kesecik siteminde incelendi. Floresin bilesiginin konsantrasyonu sabit tutulup,
merosiyanin 540in konsantrasyonu arttirildigi zaman, floresin molekiilinin emisyon siddeti artti. Ek olarak merosiyanin
540'in konsantrasyon artisiyla bu molekiliin emisyon siddetinde bir maviye kayma goérildi. Buna radyasyon gécl ve
absorpsiyonun tekrar katki saglar. Bu kayma ayni sekilde floresinin floresans spektrumunda da gézlemlendi. Bu olaya da
radyasyon transferinin katki sagladigi distnilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Floresin, Merosiyanin 540, L-egg lecithin phosphatidylcholin

Investigation of the Interaction between Fluorescein and
Merocyanine 540 in Vesicles

Abstract

In this investigation, the interaction between fluorescein and merocyanine 540 was examined in L"SE8 lecithin
phosphatidylcholine vesicles by using spectroscopic method. When merocyanine 540 concentrations increased certain
values, the fluorescence intensity of fluorescein exceeded. In addition, a red shift was seen in the emission spectrum of
merocyanine 540 as its concentration increased. This can be attributed to the reabsorption and radiative migration.
Moreover, a blue shift was observed for the fluorescence of fluorescein spectrum with increasing merocyanine 540
concentrations, which could be attributed to the radiative transfer.
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GiRig

Sivi ortamda kuantum verimi oldukca ylksek
olmasindan (0,92) dolayi lazer endistrisinde
fotosensitizer, lazer isinlarinin dalga boylarini ayarlamada
{450-600 nm) kullamimaktadir. Yiiksek kuantum verimine
sahip olmasi ve foton etkisinden olusabilecek kayiplara
karsi direncli olmasi, bu molekllli Gzellikle protein
isaretlemek icin biyokimyada tercih edilmesindeki
sebeptir (4,5]. Merosiyanin 540 anyonik lipofillik bir boyar
bilegiktir. Merosiyanin 540 polimetin boyar bilegiklerinden
olup negatif yukl{i heterosiklik bir yapidadir. Merosiyanin
540 sentetik ve biyolojik mebranlara baglandigi icin
biyomedikal calismalarda, &zellikle de biyolojik mebran
sistemlerinde ve kanser hiicrelerinin teshisinde kullanihr.
Yine bu bilesik kan kanseri hiicrelerinin parcalanmasinda
da calisilmistir (6-9]. Floresin ve merosiyanin 540
molekiillerinin kimyasal yapisi $ekil 1’de verilmistir. Bu
calisma floresin ve merosiyanin 540 molekillerinin
kesecik sitemlerindeki etkilesimlerini anlamamiza faydali
olacaktir. Bu molekillerin arasinda etkilesimler kesecik
e-posta; marik@atauni.edu.tr ortaminda calisilmamistir. Ancak bu ortama yakin olan
lipozom ve misel sistemlerde calisilmistir (10,11]. Floresin
ve merosiyanin 540 molekillerinin arasindaki etkilesim
kesecik ortaminda spektroskopi teknigiyle incelenecektir.

Kesecik yapilari, canli hiicreler kullanilarak elde
edilen bilgiye gére daha kolay yorumlanabilen basit
model sistemlerdir. Yapay mebranlar olan kesecikler,
yaklasik 30 yildan beri hiicre zari modeli olarak biyolojik
calisma alanlarinda tercih edilmektedir. Bu vyapilara
nanobiokolloitler de denilmektedir. Genel olarak
nanobiokolloitler, molekullerden c¢ok buyik fakat 1000
nm’den daha kicik vyapidadir. Lipozom vyapilarini
olusturan lipitlerin, yapisal 6zellikleri ve yizey bilegimleri
istenilen amaclar icin degistirilmesi mimkindiir. Ayrica
istenilen boyutlarda lipozomlar elde edilebilmektedir (1].
Koruyucu bariyerlere sahip olan kesecikler, toksitite
azaltmak ve farmokinetigi gelistirmek icin ilac tasiyici
ajanlar olarak kullanilmaktadir. Partikil bayukloga
azathkca ilac tasima verimi arttigindan nano boyuttaki
keseciklere &zel ilgi vardir (2,3]. Floresin genis alanlarda
kullanilan énemli bir ksentan tlarevi boyar bilegiktir.
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Sekil 1. Floresin (a) ve Merosiyanin 540 (b) molekillerinin kimyasal yapisi

MATERYAL VE METOT
Kimyasallar ve Cozeltiler

Deneysel calismalarda, Merck firmasindan
Floresin, Fluka firmasindan Merosiyanin 540 ve Sigma
firmasindan fosfatidil kolin (L-egg lecithin
phosphatidylcholine) satin alinmistir. Bu calismadaki
kimyasallar saflastirma vyapilmaksizin ~ kullanilmistir.
Floresinin ve merosiyanin 540 bilesiklerinin 1mM stok
¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Kesecik Hazirlama

Yaklasitk 150 uM’lik kesecik konsantrasyonu
olacak sekilde lipit (L-a phosphatidylcholine (PC)) miktari
hesaplanarak sisesinden enjektor yardimiyla cekilir ve
santrifilj tlplne aktanlir. Daha sonra bir miktar
kloroformda c¢oézdiikten sonra kloroform evaparatérde
uzaklastinlmistir. Kloroformun tamamen uzaklasmasi icin
azot gazindan gecirilmistir. Kloroform tamamen
uzaklastinldiktan sonra tampon cozelti (5 mL fosfat
tamponu, pH=7.4) eklenerek, sonikatére konulmustur.
Homojenligin saglanmasi icin azot gazi verilerek iki saat
slireyle bekletilmistir. Sonuc olarak 150 pM kesecik iceren
sulu c¢ozelti elde edilmistir. Bu y&nteme sonikasyon
yontemi de denilmektedir.

Spektroskopik Olciimler
Spektrofotometre  &Slcimleri  parkin Elmer
Spektrofotometre (Lambda 35 model) cihaziylan,

Spektroflorofotometre olcimleri Shimadzu RF-5301 PC
Spectrofluorophotometer cihazi ile yapilmistir. Ayrica
gecisli elektron mikrokobu (TEM) JEOL JEM-1200 EX (80
KeV) cihaziyla keseciklerin gérintiusi cekilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Sonikasyon yontemiyle elde edilen kesecik
yapilarinin TEM gorintileri $Sekil 2'de verilmistir. Elde
edilen TEM gorintilerinden kesecik caplarinin yaklasik
50-300 nm arasinda degistigi hesaplanmistir. Bu
degerlerin PC lipitleriyle hazirlanmis kesecik sistemlerinin
boyutlariyla uygunluk gésterdigi gézlenmistir [12,13].
Merosiyanin 540 (MC 540) molekilinin kesecik
¢cOzeltisindeki 1uM konsantrasyonda alinmis absorpsiyon
ve floresans spektrumu Sekil 3’de verilmistir. MC 540
moleklliniin su icerisinde 500 ve 534 nm'de iki
absorbans  maksimumu  goézlemlenmistir. Tampon
cozeltide (pH=7,4) spektrumda fazla bir degisiklik olmamis
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hemen hemen ayni bdlgelerde absorbans maksimumlari
gozlemlenmistir. Artan kesecik konsantrasyonuyla daha
fazla MC 540 molekult ylzeye tutulmasiyla absorbans
siddeti artmistir. Bu spektrumda MC 540'in uzun dalga
boylu bélgeye monomerin katkisi varken kisa dalga boylu
bélgeye H—agregat tipi dimerin katkisinin oldugu
bilinmektedir [14].

Sekil 2. Kesecik cozeltisi igin TEM gériintisi

Su ve tampon c¢ozelti icerisinde MC 540
molekiliniin floresans maksimum degeri 564 nm iken
kesecik ortaminda 581 nm olup floresans maksimumunun

disiik enerjili bélgeye kaydigi gdzlenmistir. Kesecik
konsantrasyonunun artmasina ragmen emisyon
maksimumunun degismedigi belirlenmistir. 0,1 uM

Floresin (FL) molekul(i icin alinan floresans spektrumunun
Floresans maksimum degeri 509 nm olarak belirlenmistir.

150 uM’lik kesecik igeren sulu ¢ézelti ortaminda
FL moleklliiniin konsantrasyonu 0,1uM ‘da sabit tutulup,
cozelti Uzerine degisen konsantrasyonlarda MC 540
molekill eklenerek floresans spektrumu alindi. Ancak her
bir konsantrasyondaki numune ayn ayri hazirlanmasi
gerektigi icin elde edilen 5 mL’lik numunelere farkl
zamanlarda floresans spektrumu alinirken cihazdan
gelecek olan etkileri yok etmek igin olusturulan
numuneler dolapta +4°C'de bekletildi ve numune serisi
tamamlandiktan sonra ayni anda 6&l¢cim alindi. +4°C'de
kesecik yapilar stabilitelerini korumaktadir [15]. Bu
islemler yaklagik 48 saatte tamamlandi. Elde edilen
floresans spektrumu Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 3. MC 540 molekiliiniin su, tampon ¢ézelti (pH=7,4) ve artan kesecik konsantrasyonlarinda alinmis absorpsiyon (a) ve
floresans (b) spektrumiari (*Uyarilma dalga boyu (A .,) 530 nm’dir)
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Sekil 4.150 uM’lik kesecik iceren sulu ¢ézelti ortaminda 0,1 uM FL’in artan MC 540 konsantrasyonlarinda alinmis dizeltilmis
floresans spektrumlari (*MC 540 molekiiliinin konsantrasyonu: OuM; 1 uM; 2 uM; 3 uM; 4 uM; 5 uM; 6 uM; 8uM

FL-MC 540 molekil cifti icin 150 uM kesecik
ortaminda FL molekiilliniin konsantrasyonu 0,1 pM’da
sabit tutulup, MC 540'Iin konsantrasyonunun
artinlmasiyla, FL molekllinin emisyon bandinin
siddetinde bir azalma olurken, yaklasikk 580 nm’de
MC540'in floresans bdlgesine karsilik gelen yeni bir
bandin olustugu ve floresans siddetinin, artan MC 540
konsantrasyonuyla artigi gézlenmistir. Ancak MC540
konsantrasyonunun belli bir artisindan sonra, floresinin
emisyon siddetinin azalmasi yerine siddetini arttigi, ayrica
150 pM  kesecik ortaminda 580
maksimumuna sahip MC 540 da emisyon maksimumunda
kaymalar meydana geldigi gérilmustir. Sonug olarak FL
molekdlinden MC540 molekiiline radyasyonlu bir gecisin
olmadig yani kesecik ortaminda etkilesim sonucu bir
enerji transferi meydana gelmedigini anlasilmistir. Sadece
555 nm’de bir izobestik noktanin oldugu gérilmustir. Her
iki bilesigin emisyon maksimumlarinin kaymasinin sebebi
ortama eklenen MC540 molekiliiniin konsantrasyonunun
artisiyla, ortamin polaritesinin degismesiyle ortamda
radyasyon gécinin oldugu séylenebilir [16]. Akseptor
konsantrasyonunun arttirilmasiyla donér meolek{lindn
emisyon spektrumunun maviye kaymasi, konsantrasyon
artisiyla polaritenin azalmasina bagh olarak aciklanmistir
[27].

nm’de floresans
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SONUG

Bu iki molekuliin kesecik iceren sulu ¢ézeltideki
etkilesimi incelenmistir. Bunun icin 0,1 pM FL
konsantrasyonu kesecik ortaminda sabit tutulup MC 540
molekilinin konsantrasyonu artirilmistir ve sonucta FL
molekilinin emisyon bandinin siddetinde bir azalma
olurken, MC 540'in floresansina karsilik gelen yeni bir
bandin olustugu ve floresans siddetinin, artan MC 540
konsantrasyonuyla arttigi belirlenmistir. Ancak MC 540
konsantrasyonunun belli bir artisindan sonra, FL
molekilinin emisyon spektrumunun siddetinin azalmasi
yerine siddetin arttigi ve MC 540 da emisyon
spektrumunun siddetinin maksimum degerinde kaymalar
meydana geldigi goériilmistiir. Kaymalar, konsantrasyon
artisiyla polaritenin azalmasindan kaynaklanir. Burada, FL
molekilinden MC 540 molekiline radyasyonlu bir
gecisin olmadigi yani kesecik ortaminda bir enerji
transferi meydana gelmedigi belirlenmistir.
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