FOURIER DONUSUM KIZILOTESI (FTIR)
SPEKTROSKOPISI ILE HASTALIK NEDENLi OLUSAN
MOLEKULER DEGISIMLERIN BELIRLENMESI

I. AMAC: Bu laboratuvar dersi sonunda edinilebilecek deneysel beceriler asagidaki gibidir:

v' Hassas terazi kullaniminin 6grenilmesi ve kii¢iik miktarda maddeleri tartabilme
becerisinin edinilmesi,

Dondurucu kurutucu kullaniminin 6grenilmesi,

Havan ve havan topu kullanilarak havan kullaniminin gelistirilmesi

Kurutulmus 6rnekler kullanilarak kat1 peletlerin eldesi,
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FTIR spektrometre kullaniminin 6grenilmesi.

Bunun yani sira, FTIR spectral bantlarinin tanimlanmasi ve yorumlanmast i¢in gerekli
literature taramasinin nasil yapilacagi ve 6zel spectral analiz programinin kullanimi ile

aragtirma amagh bilgisayar kullanim1 hakkinda deneyim kazanilacaktir.

II. KIZILOTESI SPEKTROSKOPiSI ILE MOLEKULER YAPI VE FONKSIYON
HAKKINDA ELDE EDILEBILECEK BILGILER: Fourier Déniisiim Kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi incelenmek istenen oOrnek makromolekiilleri fonksiyonel gruplarinnin
titresimlerinden kaynaklanan yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel bilgilerin elde
edilmesini saglayan bir tekniktir. Bu spektroskopik teknik, boyama, isaretleme gibi ek
maddelerin kullanimini igeren uzun Ornek hazirlama prosediirlerine gerek duyulmadan,
ornege zarar vermeden hizli, hassas ve etkin sonuglarin goreceli olarak daha ucuz bir bi¢imde
elde edilmesi saglamasi bakimindan diger tekniklerle karsilastirildiginda daha avantajlidir.
FTIR spektroskopisi, elde edilen parmakizi benzeri bilgiler 1s181inda molekiillerin fonksiyonel
gruplarinin tespit edilmesi ve dolayisiyla farkli doku yapilarinin ayirt edilmesine olanak
saglamaktir. Bu teknik kullanilarak, doku ve hiicrelerde lipit, protein, DNA, RNA gibi
biyomolekiillerdeki fiziksel, 6rnegin yapisal, degisimlerin izlenmesi miimkiin olabilmektedir.
Bu bilgiler, 6ncelikle dogru bant tanimlamalarinin yapilmasi, sonrasinda ise ilgilenilen

bantlarin bant pozisyonu, sinyal siddeti/alan1 ve bant genisligi degerlerinin hesaplanmasi ile

elde edilebilir.



FTIR pektrumlarindan kimyasal konsantrasyon, kompozisyon, konformasyon ve igerilen
fonksiyonel gruplar gibi pek ¢ok kalitatif ve kaltitatif bilgi elde etmek miimkiindiir. Ornegin,
degisik makromolekiillere ait fonksiyonel gruplarin konsantrasyonlari ayni spektrumdan
sinyal siddeti ya da daha hassas olarak bant alan1 hesaplanarak Beer-Lambert yasasina uygun
olarak elde edilebilir. Buna ilaveten, bir 6rnekteki molekiillerin kompozisyonu sinyal siddeti
ya da ilgili bantlarin alanlarinin oranlarinin hesaplanmasi ile (doymamais lipitlerin doymus
lipitlere ya da lipitlerin proteinlere orani gibi) hizla analiz edilebilir. Temel olarak lipitlerden
kaynaklanan CHj; simetrik ve antisimetrik titresimlerinin bant genislikleri sistemin dinamigini
goriintiilemek ic¢in kullanilabilir. Bant pozisyonlarindaki kaymalar ise yapisal degisimlere
isaret eder. Ornegin, 3000-2800 cm™ bolgesindeki C-H gerilme bant pozisyonundaki
kaymalar lipitlerin diizen/diizensizliklerinde olan degisimler hakkinda, 1730 cm™ civarinda
goriilen C=0 gerilme bandinin bant pozisyonundaki degisimler ise bu fonksiyonel grup
etrafindaki hidrojen baglanmasi hakkinda bilgi verir. Bunun yam sira, kontrole karsi olarak
yapilan Ol¢limlerde ana protein bantlarinin (amid 1) frekans degerlerindeki kaymalar ise
proteinlerin yapilarinda olusabilecek degisimleri isaret eder. FTIR spektroskopisinin diger
6nemli bir avantaji ise protein ikincil yapilarinda olusan bu degisimlerin 1650 cm™ ve 1550
cm’ civarinda gdzlenen sirastyla amid I ve amid II ana protein bantlar1 kullanilarak detayli

olarak incelenebilmesidir.

Fakat, FTIR spektroskopisinin en 6nemli dezavantaji suyun kizil6tesi dalgaboyunda kuvvetli
bir sinyal vermek suretiyle FTIR spektrumunda baskin olmasi ve biyolojik sistemlerde basta
protein bantlari olmak iizere bazi bantlari maskelemesidir. Su ile olusan bu etkilesimi ve
kisitlamay1 Onleyebilmek i¢in 6rnek hazirlama sirasinda su yerine détoryum oksit (D,0O)
kullanilabilir ya da ornekler kuru halde incelenebilir. Fakat, bu yontemlerin de bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. D,O kullaniminda hidrojen ve détoryum ¢ok hizli bir bigimde
degismekte ve kuru halde incelenen oOrnekler su igeren gercek sistemi tam olarak
yansitmamaktadir. Bu yontemlere gore daha fazla tercih edilen inceleme yoOntemi ise
ornekleri sulu ortamda g¢ekilen Ornek spektrumlarindan kullanilan tampon ¢ozelti

spektrumunun dijital olarak ¢ikarilmasi ile uygulanan fark spektroskopisi yontemidir.



III. KURUTMA: Bu deneyde, kurutulmus iskelet kas1 drnekleri FTIR spektroskopisi ile
incelenecektir. Kurutma genel olarak su ya da organik ¢dziiciilerin buharlastirma ile ortamdan
uzaklagtirilmasi olarak tanimlanabilir. Bu metot, tarim, kimyasal, ilag, tekstil ve kagit iiretimi

gibi genis endiistri dallarinda kullanilmaktadir.

En ¢ok kullanilan kurutma metodu 6rnegi agikta birakarak gergeklestirilen hava ile kurutma
yontemidir. Nerdeyse hi¢ masrafsiz olmasi agisindan bu yontem diger yontemlere gore daha
cok tercih edilebilir. Fakat, bu metot daha uzun zaman almakta ve acikta birakildig1 sure
zarfinca 0rnek toz ya da diger maddeler tarafindan kontaminasyona agik olmakta, bununla

beraber kiif olusumunu engellemek i¢in nemi uzaklastirmak miimkiin olmayabilir.

Biyolojik materyaller genellikle depolama ya da dagitma amaci ile kurutularak stabilize
edilmektedir. Giines ile ya da elektrik ile kurutan pek ¢ok yontem oldugu halde, maalesef bu
yontemler oOrneklerde aktivite kaybi1 ya da baska zararlara neden olabilmektedir.
Liyofilizasyon, diger bir ad1 ile dondurarak kurutma, 1siya duyarli 6rneklerde bu zararlar1 ve
aktivite kayiplarini 6nemli oranda 6nleyen bir yontemdir. Bu metot, 6rnegin 1sitilmasi sonucu
olusan denaturasyonu kurutma islemi boyunca 6rnegi dondurdugu i¢in dnlemektedir. Sulu bir
ornegi kurutma sirasinda en avantajli olacak yontem budur. Bu metot ile, su donmus halde
uzaklastirilirken 6rnegin morfolojisi, ¢oziiniirliigli ve kimyasal biitiinliigli korunmaktadir.
Bunun yani sira, daha hizli ve etkin bigimde ortamdaki suda kurtulmak miimkiin oldugu i¢in

bakteri ya da diger kontaminasyon riski azalmaktadir.

IV.METOTLAR:

Diyabetik ve Kontrol Sican Iskelet Kas Dokularimin Hazirlanmasi: Erkek Wistar sicanlar
(250-300g) standart diyet ve su ile beslendiler. Diyabet 0.05 mol/L pH4.5 sitrat tampon
cozeltisi igerisinde c¢oziilmiis 50mg/kg’lik tek doz Streptozotosinin (STZ) intraperitonel
olarak enjekte edilmesi ile olusturuldu. Kontrol grubu bireylerine sadece sitrat tampon
cozeltisi enjekte edildi. Enjeksiyondan 3 giin sonra glukometre kullanilarak kan sekeri
seviyeleri Ol¢iilmiis ve 300mg/dl’den yiiksek kan sekerine sahip olalar diyabetik olarak
ayrilmistir. 8 hafta sonunda sicanlar dekapite edilmis, iskelet kaslar1 ¢ikarilmis ve ornekler

incelemelere kadar -80°C’de saklanmustir.



FTIR Spektroskopisi icin Ornek Hazirlama: iskelet kaslar1:
* Liyofilizatorde 18 saat (gece boyunca) kurutulur,

* S1v1 nitrojen ile havanda ogiitiiliir,

« Ogiitiilmiis dokular 1 saat daha kurutulur,

* Bu dokulardan 1mg tartilir ve 100mg 6nceden kurutulmus potasyum bromiir (KBr) ile

karistirilarak 1:100 agirlik oraninda karisim hazirlanir,
* Bu homojen karisim basinca maruz birakilmadan 6nce 2 saat daha kurutulur,

« Kurutulmus karisim 6zel kap icerisine konur, yaklasik 100 kg/cm” basingta 6 dakika
bekletilerek kat1 diskler elde edilir.

Bu disklerin FTIR spektrumlar1 4000-400 cm™ araliginda 4 cm™ spektral ¢oziniirliigii ile

toplanilir. Bu sirada 100 spektrumun ortalamasi alinarak 6rnek spektrumu elde edilir.

Spektral Analiz: Elde edilen spektrumlar iizerinde uygulanacak olan spektral analiz iki
basamaga ayrilabilir. ilk basamakta bant genisligi, sinyal siddeti ya da bant alan1 ve bant
frekans degerlerinin belirlenmesini igeren kantitatif analiz yer alir. Bu analizde original ham
data kullanilir. Tkinci basamakta yer alan kalitatif analiz ise spektrumlarin gdsterimi icin

gerceklestirilmektedir. Bu analizin temelini yapilan normalizasyon olusturmaktadir.
Spektral analiz basamaklar1 s0yle siralanabilir:

Diizlestirme: Bu islem, giiriiltii miktar1 yliksek olan spektrumlarda giiriiltiiyii azaltmak i¢in
gerceklestirilir.

Baseline Diizeltmesi: Bu islem, spektrumda absorbans degerleri en diisiik olan noktalarin

birlestirilerek spektrumu x-eksenine yaklastirmaya yarar.

Dekonvoliisyon: Bu islem, zayif bantlar olmas1 ya da bazi bantlarin {ist iiste binerek

birbirlerini kapattig1 durumlarda bu bantlar1 ortaya daha iyi ¢ikarmak ve spectral ¢oziiniirligi

artirmak i¢in kullanilir.

Normalizasyon: Normalizasyon, se¢ilen bir spektral bolgede maksimum absorbans degerinin

1’e ve minimum absorbans degerinin 0’a ¢akistirilmasi ile degisik gruplara ait spektrumlarin

iist liste cakistirilmasi ve gorsel olarak farkliliklarin gozlenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir.
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Uygulanan bu matematiksel transformasyon ile normalize edilmis spektrumlar, sadece bagka
bir grup ile karsilastirmali olarak degisimler hakkinda fikir sahip olunmasini saglar ve sadece

gosterim i¢in kullanilir.

Kontrol ve diyabetik spektrumlardaki degisimlerin tespiti ve detayli kaltitatif analizler igin ise
original spektrumlar kullanilir. Bu detayl analizler, spektrumlardaki bantlarin frekans

degerlerinin, sinyal siddeti /bant alan1 ve bant genisliklerinin belirlenmesini igerir.

v' Belirlenen frekans degerleri, spektral bantlarin hangi fonksiyonel gruplardan ve hangi
biyomolekiillerden kaynaklandiginin belirlenmesi ve bant tanimlarinin yapilmasi i¢in

kullanilmaktadir.

v Bant frekanslarinda kontrole gore gerceklesen kaymalar, 6rnek molekiillerinde

meydana gelen yapisal degisimler hakkinda bilgi verir.

v’ Bant sinyal siddeti degerleri ile bandin kaynaklandigi fonksiyonel grubun

konsantrasyonu belirlenebilir.

v CH, gerilim bant genisligi degerleri ise drnekte bulunan lipitlerin dinamigi hakkinda

bilgi edinilmesini saglar.

V.SONUC VE DEGERLENDIRME: Bu béliimde, kontrol ve diyabetik sigan iskelet kast
dokularina ait FTIR spektrumlar1 kullanilarak spectral analizler gergeklestirilecek ve elde

edilen sonuglarin nasil yorumlanacagi incelenecektir.
[k hafta icin hedefleriniz sdyle siralanabilir:

1) Size temin edilecek iskelet kas1 spektrumunda yer alan bantlarin nasil
tanimlanabileceklerinin ve bu bantlarin hangi biyomolekiillerden kaynaklandiginin, yani

muhtemel bant tanimlarinin belirlenmesi ve arastirilmasi.

2) Bu bantlardan hangilerinin lipit i¢eriginin protein igerigine oranlanmasi ve yorumlanmasi

strasinda kullanilabileceginin arastirilip tartigilmas.
Ikinci hafta icin hedefleriniz ise soyle 6zetlenebilir:

3) Raporunuzda kullanacaginiz ve size asistaniniz tarafindan nasil hazirlanacagi gosterilecek
olan spektrumlarin hazirlanmasi. Bu normalize spektrumlar raporunuzdaki sekilleri

olusturacaktir.



a) Baseline Diizeltmesi:, gerekli ise diizlestirilmis, Amid A bandina gore normalize edilmis

4000-400cm™ spektral araligindaki kontrol ve diyabetik spektrumlar.

b) Baseline Diizeltmesi: gerekli ise diizlestirilmis, dekonvoliite edilmis ve CH; bandina gore

normalize edilmis 3050-2800 cm™ spektral araligindaki kontrol ve diyabetik spektrumlar

c¢) Baseline Diizeltmesi:, gerekli ise diizlestirilmis, Amid I bandina gore normalize edilmis

1800-400cm™" spektral araligindaki kontrol ve diyabetik spektrumlar.

4) Sadece diizlestirilmis original kontrol ve diyabetik spektrumlari kullanarak secilmis

bantlarin bant siddeti ve bant frekans degerlerininin hesaplanmasi.

5) Spektrumlarda yer alan bantlardan ne gibi bilgiler elde edilebileceginin ve hesapladiginiz
spectral verilerin nasil yorumlanabileceginin arastirilmasi, boylelikle diyabetin iskelet kas1
iizerine etkilerinin FTIR spektroskopisi kullanilarak nasil agiklanabileceginin incelenmesi.
Diger bir degisle, bant absorbans ve frekans degerleri ile lipit/protein oraninin ne gibi

degisimleri isaret ettiginin tartigilmasi.
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Tablo 1. Sican Kas dokusuna ait FTIR spektrumunda yer alan bazi bantlarin bant
frekans tanimlar:

Bant# | WAVENUMBER | DEFINITION OF THE SPECTRAL ASSIGNMENT
(em™)

Baglica  proteinlerin N-H gerilimi (Amide A) ,az

1 3343 miktarda  polisakkaritlerin ~ O-H  gerilimi  ve
intermolekiiler H baglar

2 3010 Olefinik HC=CH gerilimi:doymamis lipiler, kolesterol
esterler

3 2956 CH; asimetrik, baglica lipit ve az oranda protein,
karbohidrat, niikleik asit

4 2925 CH, asimetrik gerilimi: baslica lipit ve az oranda
protein, karbohidrat, niikleik asit

5 2871 CH; simetrik gerilimi:baslicaprotein ve az oranda lipid,
karbohidrat, niikleik asit proteins,

6 2853 CH; simetrik gerilimi:baslica lipit ve az oranda protein,
karbohidrat, niikleik asit

7 1744 Ester Karbonil C=0O gerilimi: trigliserit ve kolesterol
esterleri

8 1652 Amide [ (biiylik oranda C=0O gerilimi ve az oranda C-N
gerilimi ve and N-H biikiilme): protein

9 1541 Amide II (N-H biiliilme, C-N stretching): proteins

10 1457 CH, biikiilme: biiylik oranda lipid ve az oranda protein

11 1391 COO' simetrik gerilimi: yag asitleri

12 1236 PO, asimetrik gerilimi: baglica niikleik asitler ve az
miktarda fosfolipitler

13 1166 CO-0O-C asimetrik gerilimi: fosfolipitler, trigliseritler ve
kolesterol esterleri

14 1097 PO, simetrik gerilimi: niikleik asit ve fosfolipit

15 1045 C-O gerilimi: oligosakkarit, karbohidratlar,

16 615 Niikleik Asit




