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RODAMIN 6G LAZER RONGININ iPOK FIBROINI TOBOQOSINDO ZULAL
AGREGASIYASINA TOSIRI: SEM STRUKTURUN ANALIZI
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Ipek fibroin (IF) - Rodamin 6G (RHD 6G) tobogolorinde bas veran morfoloji doyisikliklor skan eden elektron
mikroskopiyasi (SEM) vasitasilo tadqiq edilmisdir. SEM noticalari IF tobagelarinde 70% metanolun tesiri ils iri aqqreqatlarin
omola golmasini gostarir. Tobagolordo RHD 6G molekulu istirak etdikdos ziilal agreqatlarinin ¢ox kigik hissalors pargalanmast
aydmn goriinlr. Rentgen difraksiyast (XRD) vo Furye cevirici infraqirmizi (FCIQ) spektroskopiya gostorir ki, IF tobagalori
70% metanolda uzun miiddat saxlanldiqda dehidrasiya hadisasi bas verir vo bunun naticasi olaraq IF amiloidi daha six y1-

gilir.
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Son illards biomateriallarin tatbiqi tibb sahasinds
muhim iralilayislora sabab olmusdur [1]. Xdsusilo to-
bii polimerlor arasinda ipok fibroini (iF) dziiniin uni-
kal biouygunlugu, yiiksok mexaniki dayaniqligi vo
biodeqgradasiya gabiliyysti ilo forglonir [2]. Bombyx
mori ipak qurdlar torafindon sintez olunan bu zilal,
son ddvrlards aparilan todgigatlarda biotibbi totbiglor
Ucun bdyuk potensiala malik material kimi giymatlon-
dirilir [3]. ©n giiclii dartilma miiqavimatine malik to-
bii materiallardan biri olan ipak, funksional amiloid
fibrillorinin formalagsmasinda miithiim rol oynayir vo
bu baximdan amiloid amolagalme mexanizmlorinin
Oyronilmasi Giglin model sistem kimi genis istifado
olunur [4].

Ipok fibroinin aqregasiya prosesi miirokkab
biomolekulyar sistemlardan biridir va bu prosesin mo-
lekulyar asaslarinin tam izahi {igiin genis todgigatlara
ehtiyac duyulur. Xususilo amiloid amalo gatiran zilal-
larin tonzimlonmoasi, onlarin bioloji funksiyalari vo
garsilight tasirlori bu sahods aparilan aragdirmalarin
asas istigamatlorini toskil edir.

owvalki todgigatlarda gostorilmisdir ki, Rodamin
6G (RHD 6G) ipak fibroini ilo spesifik qarsiligh ola-
gaya girarak, ziilalin f-varaq asash aqregatlarin amalo
golmosinin qarsisin1 alir. Ipok fibroinin matrisast
homds RHD 6G molekullarinin yilksok konsentrasiya-
da belo monomer formada sabit qalmasimni tomin edir
Vo aqreqasiya olunmasinin garsisini alir. Bu hal, ipak
fibroinin optik va bio-lazer totbiglori G¢iin ideal mat-
risa oldugunu gostarir [5].

Ipak fibroin (IF) osason iki zoncirdon ibaratdir —
agir zoncir (H-chain, 390 kDa) va yungil zancir (L-
chain, 26 kDa). Bu zancirlor disulfid baglar1 vasitasilo
birlosorok H-L kompleksi yaradir va ipak lifinin funk-
sional struktural asasim toskil edir [2]. Ipok fibroinin
osas tarkibi glisin (Gly, 45.9%), alanin (Ala, 30.3%),
serin (Ser, 5.3%) vo digor amin tursulardan ibarstdir
[6]. Bu amin tursular1 S-varaq (f-sheet) strukturlarini
amola gatirir va ipayin yuksok mexaniki dayanigligini
tomin edir. Ipok fibroinin p-varaq strukturlar: onu
mohkam, elastik va suya davaml edir [7].
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Rodamin 6G (RHD 6G) iso glcli flioressensiya
Vo ylksak optik stabillik niimayis etdiron sintetik bo-
yadir. Bu xiisusiyyatlorina géro RHD 6G bio-optik ci-
hazlarda, fotonik sistemlords vo biomateriallarla gar-
siligh tosirin dyronilmosinds genis istifads olunur [8].
Onun ipak fibroini ilo qarsiliqh tasiri ham struktur se-
viyyasinds dayisikliklara sabab olur, ham ds kvant ¢i-
X1ga tasir gostarir.

Togqdim olunan isds ipok fibroin tobagelorinin
SEM metodu ilo tadqigi IF-in morfologiyasmin onun
aqreqasiya voziyyotindon asili doyismosi gostorilmis-
dir. Belo ki, agreqasiya naticasinds yaranan "dalgava-
ri" mikrorelyeflor (bu formalar f-veraq strukturunun
morfoloji strukturu kimi gobul edils bilor) RHD 6G ilo
qarsiliglt tesir naticasinde shomiyyastli doraceds azalir
va ndqtavari tasvir yaranir. Bu, daha avval tadqiq edil-
diyi kimi, RHD 6G-nin ziilalin f-varaq aqreqatlarinin
amolo galmasini inhiba etdiyini gostarir.

Rentgen difraksiyas1t metodu ilo tadqiqi natice-
sinds 70% metanol ilo emal olunan ziilal tobaqasi
dehidratasiyaya moruz qalaraq § strukturunda doyisik-
liklor bas verir. Ziilalin B-zancirlor arasinda mosafa
doyismir, lakin B-voraqlor arasinda mosafo iso azalir.
Bu da ziilal strukturunu daha kompakt vo six edir [9?
10].

Materiallar va metodlar

Tabagalorin hazirlanmasi: B. mori ipak kokonu
hissalora bolinarak 0.02 M Na.COs (Fisher SCi) moh-
lulunda 45 doqige qaynadilmigdir. Bu proses serisin
ziilallarim1 xaric etmok va ipak fibroini tamizlomok
Ucun hoyata kegirilmigdir [11]. Fibroin ekstrakti ti¢ do-
fo saf su ilo yuyulmusdur. Tomizlonmis ipak fibroini
9.3 M LiBr (Sigma-Aldrich) mahlulunda otaq tempe-
raturunda holl edilmis vo 60°C sobada 4 saat saxlanil-
mugdir. Sonra 30 mM fosfat bufer mohlulunda (pH
7.5) 24 saat dializ edilmigdir. Dializ olunmus ipok
mohlulu 9000 rpm siratlo 10 dagigo sentrifugadan
(Eppendorf “Centrifuge 5418”) kegirilib, yuxari hisse-
si (supernatant) toplanaraq 4°C temperaturda saxlanil-
misdir. Ipok mohlulunun son konsentrasiyast 86 uM
olaraq toyin edilmigdir (UV absorbsiya spektroskopi-
yasi ilo 75 nm = 1.064 sm™! mg ! mL istifads edilorok


mailto:a.k134@hotmail.com

A.C. MOMMODOVA (QULIYEVA)

lglilmiisdiir (Shimadzu UV-2700) [5]. 400 uL IF
mohlulu polisterol soth (izorino yerlosdirilib vo yavas
buxarlanma yolu ilo tobago almmisdir. ipok fibroin
Rodamin 6G (Sigma-Aldrich N°252433) qarisiq kom-
pleksi 1:18 molyar nishotindo IF konsentrasiyasina
asasan tobags hazirlanmigdir.

Tabagonin metanol ilo emal olunmas:: Tomiz
ipak fibroin tobagasi 70% metanol mahlulunda 1 saat
arzinds saxlandiqdan sonra otaq temperaturunda quru-
dulur va 6lcmaloar tigiin hazir vaziyyats gatirilir. Daha
sonra yeni tomiz iF tobagasi 2.5 giin arzinde 70% me-
tanolda saxlanilir vo eyni soraitds qurudulur.

Ipak Fibroin Filminin Qalmhiginin Olgiilmasi:
Ipak fibroin tobagolorin qalinlig1 saquli tipli optik 6lii
cihaza (IZV-2N710133, Rusiya istehsali) vasitosilo
muoayyan edilmisdir.

UV—Vis Udulma Spektrlorinin Analizi: Tobagolo-
rin UV-goriinon udulma spektrlori Shimadzu UV-
2700 spektrofotometri vasitasilo qeyd olunmusdur.
Spektral zolagin eni 1.0 nm olaraq secilmigdir. Spek-
tral malumatlarin iglonmasi vo onlarin Qauss kompo-
nentlorine ayrilmasi prosesi OriginLab program vasi-
tosils hoyata kegirilmisdir.

SEM analizi: SEM naticolori iiciin HITACHI
TM4000 cihazindan istifado olunub. Sokillor 1000
dofa bOylitms ilo 10-15kV arasi elektron siiasinin nii-
munay9 niifuz etmos dorinliyi ilo 6l¢iiliib.

XRD analizi. Tobagalor D8 Advance XRD di-
fraktometrindan (Bruker, Almaniya) istifado edilmoklo
todqiq edilmisdir. Difraktometrin parametrlori: 40 KV,
40 mA, CuKa — siialanma, A = 1,5406 A.

Naticalor vo miizakira.

Hazirlanan ipok fibroin (IF) tobogolori yiksok
optik soffafliga malikdir (toxminon 95%) va bu tobs-
golorin galnligi orta hesabla 38 pm-dir [5]. IF-in
strukturunda S-varaglar Vo amin tursulari kimi funksi-
onal gruplarm moévcudlugu, Rodamin 6G molekullar
ilo qarsiligh tosirlorin bag vermosine gorait yaradir
[12].

Furier Cevirmo Infraqrmizi Spektroskopiya
(FTIR) naticalorina asason, mixtalif molyar nisbatlor-
do RHD 6G-ni IF matrisino daxil edilmasi f-varaq
strukturlarinin miqdarinda azalma olub. Bu doyisiklik
RHD 6G-nin IF-lo garsiligh tosiri naticasindos S-aqre-
qatlarin inhibs olunmasi ils slagslidir. Eyni zamanda,
IF matrisi 6z 6ziina aqreqasiya olunmus RHD 6G mo-
lekullarint monomer formada sabit saxlamagqla onlarin
dimer vo ylksok doracali agregatlara cevrilmasinin
garsisint alir. Bu hadiso, RHD 6G-nin fllioressensiya
xususiyyatlorini qorunub saxlayir, homginin yiksok
kvant ¢ixig1 ilo miisahido olunur [5]. Diger torafdan,
saf IF tobogolorinin 70% metanol (MeOH) ilo emal
olunmas1 naticasinds strukturun Ipok 1-don Ipak 11-yo
ke¢idi bas verir. Bu kegid -varoaglorin shamiyyatli do-
racads (tagriban 22.9%-5 godor) artmasia sobab olur
[5, 11, 12]. Belo struktur dayisikliklari tobagslorin me-
xaniki  mohkomliyinin artmasi demokdir. Lakin
IF:RHD kompleks tobagalarinds -varaq strukturunun
arttmu bas vermir, bu da RHD 6G-nin S-voroq forma-
lagsmasinin qarsisin1 almagq ilo izah olunur. Bu natice-
lor bir daha tosdiq edir ki, ipok fibroin biomateriali
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hom qurulus sabitliyins, ham do molekulyar saviyyada
tonzimlana bilon “host-guest™ qarsiligh tasirlorina ma-
likdir. Bu xususiyyatlor onu optik, biomiihandislik va
bioelektron totbiglordo perspektivli materiala cevirir

[5].

Fibroin tabagslorinin morfologiyasinin SEM
vasitasila tadqiqi.

Skan edon elektron mikroskopiya (SEM,
Scanning Electron Microscopy) nano- va mikrostruk-
tur soviyyesinds biomateriallarin soth xiisusiyyotlo-
rinin tohlilinds genis istifado olunan etibarli analiz
metodlarindandir. Xiisusilo ipak fibroin (IF) kimi tobii
polimerlordo aqreqasiya voziyyatinin, kristalliq dora-
cosinin vo soth morfologiyasinin tadqiq olunmasinda
bu metod yiiksok chomiyyat dasiyrr. Hazirlanmis IF
tobagolori iimumilikdo hamar vo nanomosamsali soth
qurulusu ilo xarakterizo olunur. Sokil 1(a) saf ipak fib-
roinin heg bir slava reagent vo ya emal olmadan, otaq
temperaturunda zsif siiratli buxarlanma ila qurudul-
mus tobaqgasinin SEM goriintiisiinii toqdim edir. Taba-
g, IF molekullarinin 6z-6ziine y1gilmas: naticosindo
yaranmigdir vo onun sathi homogen, az mosamali vo
optik cohotdon soffafdir. SEM goriintiilorde miisahido
olunan Kigik ol¢iilii mosamolorin diametri toqribon
50um-dir, geyri-borabor paylanmis "dalgavari" mikro-
relyef strukturlart ilo segilir. f-varaq strukturlarinin
formalagmasi iso ipak fibroinin kristalligint artiraraq
onu suda hall olunmaz edir va struktur sabitliyini to-
min edir [15]. Sokil 1 (b) hissasinds isa 70% metanol
ilo emal olunmus ipak fibroin toboqosinin SEM go-
riintlisii verilmisdir. 1 saat 70% metanolda emal olun-
duqgdan sonra S-varaqlarin artmasi miisahids olunur vo
odobiyyatda da gostarildiyi kimi Ipok II kristal fazasi-
nin yaranmasina sabab olur [5]. Goriintiilords moesama
qurulusunun daha bdyiik, geyri-barabar paylanmis vo
kristalliga uygun "relyefli" soth formasi miisahido olu-
nur. Bu doyisiklik dehidratasiya naticosinds B-voraqin
aqreqasiyasinin artmasini gdstorir. Sokil 1 (c) iso IF ilo
Rodamin 6G (RHD 6G) kompleksin 1:18 molyar nis-
batdo hazirlanmig tobagenin morfologiyasini toqdim
edir. Bu niimunads "dalgavari" mikrorelyef formalari-
nin ohamiyyatli doracods azaldig1 vo néqtovari tosvir
miisahido olunur. Bu miisahido RHD 6G-nin IF mole-
kullarmnm B-veraqlerin aqreqatlarin inhibs etmasi ilo
miisahids edilir. ©lds olunan goriintiiler avvalki FTIR
vo NMR analiz naticalarini tesdigloyerek, RHD 6G-
nin hom struktur soviyyessinde miidaxils etdiyini, hom
do soth morfologiyasina shamiyyatli tasir gostorir.

Butiin bu naticalari nazors alarag, IF vo IF:RHD
tobagslarinin yilksok optik soffafliga malik olmasi, on-
lar1 kontakt linzalar, biosensorlar, optik ortiiklar va di-
gor bio-optik cihazlar t¢in potensial biomateriala ce-
virir. Bu funksional xiisusiyyatlor, IF matrisi daxilinda
RHD 6G molekullarmin aqreqasiyasinmi idaro etmosi
va RHD 6G ils qarsiliqli tasiri onlarin muxtalif totbig-
lords 50 mikrometr diapazonunda ohatolonir. (B) Ipok
fibroin tobagesinin 70% metanolda saxlandiqdan son-
ra. 1000 dofs boyiitms ilo olgiiliib, 15 kV — elektron
stiasinin niimunays niifuz etmo dorinliyi. Gorilintiiniin
har seqmenti 50 mikrometr diapazonunda shatslonir.
(C) Ipok Fibroin (IF) - Rodamin 6G (RHD 6G) 1:18
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molyar nisbotindo toboagosinin Skan edon elektron
mikroskop (SEM) goriintiisii verilmisdir. 1000 dofo

bdyiitms ilo olciiliib, 15 kV — elektron siiasiin niimu-I

nays niifuz etmo dorinliyi. Goriintliniin hor seqmenti
50 mikrometr diapazonunda shatolonir.
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Sakil 1. Ipok fibroin tobagalorin SEM gériintiilori. (A) ipak fibroin tabaqosi (degummed) — 86uM konsentrasiyada. 1000
dofo bdyiitma ilo 6lgiiliib. 10 KV -elektron giiasinin niimunoys niifuz etmo dorinliyi. Goriintiiniin hor seqmenti

Fibroin amiloid halinda strukturunun rentgen I1psk I formasi ilo olagalondirilir vo tosadifi spiral

difraksiyasi ila tadqiqi

Amiloid fibrillorin ilk rentgen difraksiyasi (XRD)
todqigatlar1 1960-c1 illarin sonu vo 1970-ci illorin av-
vallorindo aparilmigdir. Bu todgiqatlarm naticasinda
bu strukturlar ti¢lin xarakterik olan ““cross-4” difraksi-
ya niimunasi agkar edilmisdir [16]. Bu difraksiya ni-
munosi, meridional (saquli) istiqgamotdo togriben 4.7 A
mosafasinds vo ekvatorial (Ufuqi) istigamatdo 10-12
A mosafado yerloson iki osas refleksiya ilo xarakterizo
olunur [15,16]. Meridional refleksiya f-zancirlor ara-
sindaki hidrogen rabitasi torafindon mioyyen edilmis
moasafasine uygun galir, ekvatorial refleksiya iso para-
lel p-varaglorin bir-biri ilo assosiasiyasini vo yan zan-
cirlarin yerlosmasini oks etdirir [13, 17]. IF:RHD toboe-
goloari ligiin oldo edilon Rentgen difraksiyasi (XRD)
molumatlari, ““cross-f” qurulusuna xas olan olavo
amiloidlorin struktur molumatlar toqdim edir. Sokil 2-
do gostorildiyi Kimi, saf ipak fibroin tobagasi (boz
spektr) ticiin alinan XRD spektrindo genis vo zoif in-
tensivlikli piklorin miigahido olunmasi amorf struktu-
run movcudlugunu gostorir. Bu amorf tobist, asasen
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strukturlarin iistiinliyiinii gostarir.

Saf ipak fibroin toboqesi ilo miiqayisada, 70%
metanol ils iglonmis tobagolarin difraksiya spektrlarin-
do shamiyyatli deracads va yiiksok intensivlikli piklor
miisahido olunur (qirmizi vo mavi xotlor). Xdisusilo
72 A, 55 A, 44 A, 3.6 A vo 3.2 A mosafolorinds
yaranan piklor ipok fibroinin Ipek II formasina xas
olan antiparalel p-voroq quruluslarina uygun golir
[20]. Bu piklarin intensivliyinin vo kaskinliyinin art-
mas1, metanol emal1 noticasinds IF strukturunun kris-
talligin artirdigini vo f-varaq formalagdigini gostarir.
Qisa miiddatli metanol emali (Sokil 2 qirmizi xatt)
kristalliq soviyyesindo miioyyan artima sabab olub.
Lakin 2.5 giin arzindo 70% metanol ilo emal olundug-
dan sonra tobaga (mavi xatt) daha giiclii vo kaskin f-
varaq piklari ila segilir. Bu iso zaman faktoru ilo de-
hidratasiya naticasinds kristallagma prosesinin daha da
giiclondiyini vo strukturun daha sabit hala goldiyini
siibut edir. Beloliklo, IF-in struktur kegidi ipok I
(amorf vo a-spiral/ f-dongos) formadan Silk 11 (kristal-
lik antiparalel p-voraq) kegidi miisahido olunur. Sokil
3-dos ipak fibroinin 2.5 giin 70% metanolun dehidra-
tasiya prosesinin noticasindo f-varaqler arasindaki
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mosafs doyisir 9.8A — 7.2A . Burada gériindiiyii kimi
iso f-zoncirlor arasindaki mosafo doyismir (4.4A). To-
boqo daha six vo sort formaya kegir.

Yekun.

Bu naticalor bir daha tosdiq edir ki, 70% metano-

lun ipak fibroin strukturlarina totbiqi S-veraqlorin for-I

1000

500

Nisbi intensiviik

-1000

malagmagini giiclondirarok onun kristalliq doracasini
artirir. Niimayis olunan doyisiklik yalmiz struktur
sabitliyina deyil, eyni zamanda biomaterialin mexani-
ki vo optik xiisusiyyatlorina do shomiyyatli tosir gosto-
rir. Metanol ilo emal olunaraq farqli strukturlara malik
fibroin tobagalori almaq miimkiindiir vo onlar1 optik,
bioelektron, biomiihandislik kimi sahslords tatbiq edi-
1o bilar.

SF tebagasi
SF tebaqasi, MetOH
SF tabaqgasi, MetOH 2.5 gun

15 20

-

25

30 35 40 45 50

Difraksiya bucadi (20)

Sakil 2. Tpak fibroin tobaqgalerin XRD spektrlori. Qara xatt- saf ipak fibroin tobagesi. Qirmizi xatt-70% metanol ilo
emal olunan tobage. Mavi xatt- 2.5 giin 70% metanol ils emal olunan ipak fibroin tobagosi.
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Sakil 3. 70% metanol ilo emal olunan ipak fibroin tobagasinin antiparalel B-veraq strukturunun diiziiliisii. Sol torofds
saquli B-zoncirlor arasindaki mosafo 4.4 A. Ufiigi ox bir birina perpendikulyar olan B-varaglordir vo aralarin-

dak1 mosafo 9.8A azalaraq 7.2 A olur.
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A.J. Mammadova (Guliyeva)

EFFECT OF RHODAMINE 6G LASER DYE ON PROTEIN AGGREGATION IN
SILK FIBROIN FILMS: STRUCTURAL ANALYSIS BY SEM

Morphological changes occurring in Silk Fibroin -Rhodamine 6G films were examined using scanning electron
microscopy (SEM). SEM analysis revealed that treatment of SF films with 70% methanol induces the formation of large
aggregates. However, in the presence of RHD 6G, these protein aggregates appear to be fragmented into significantly smaller
structures. X-ray diffraction (XRD) and Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy further indicate that prolonged
exposure of SF films to 70% methanol results in dehydration, leading to the dense packing of SF amyloids.
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