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ONSOz

Amiloid, organlarda ve dokularda biriken lif orani ylksek, hiicreye ait olmayan, proteince
zengin kalintilari tanimlamakta kullanilir. insanlarda gériilen 20’den fazla dnemli hastaligin
patogenezinde goértlmektedir. Bu hastaliklar Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi
(PD), Diyabet tip Il ve spongiform encephalopathies (Deli dana hastaligi) gibi hastaligin
ilerlemesine bagli olarak 6lim orani ve riski ylkselen ¢cok ciddi hastaliklari icermektedir.
Batin amiloid tirleri ortak karakteristik 6zellikler gésterse de her amiloid tirinin baslangic
proteini olan 6ncullu farklidir. Bu nedenle bu tarz hastaliklarlarda proteinlerden amiloid
fibrillere gidis mekanizmasina etki tedavi arastirmalarinin hedefindedir. Norodejeneretif
hastaliklarin ila¢ tedavisi icin gelistirilen yaklasimlar arasinda agregasyonu engelleyen
klguk molekdllerin kullanimi séz konusudur. Proje kapsaminda eksensel koordinasyona
sahip doért makrosiklik metal bilesiginin instlin amiloid fibrilleri tayininde SERS probu olarak
etkinlikleri incelenmistir. Bilesiklerden U¢ tanesi hafniyum bir tanesi ise zirkonyum metal
bilesigidir. Yapilan c¢alismalar sonucu doért fitalosiyanin bilesiginin metal ile ylzey
zenginlestirimesi sonucu elde edilen SERS spektrumlarinda da siddet artisinin 104
mertebede oldugu gdézlenmistir. incelenen fitalosiyaninlerden Kkloririir igeren hafniyum
bilesiginin SERS spektrumlarinda fibriler insulin eklenmesi sonucu 1310 cm * ve 1572 cm
Ydeki bantlarinda genisleme oldugu gozlenmistir. Fibriler insulin tayininde bu bantlardan
faydalanabilinecedi dusiundlmektedir. Sinyal artiglarinin insulin fibrilinin derisimine bagli

olarak degisiklik gosterdigi saptanmistir.

Bu proje TUBITAK-NASU ikili isbirlikleri cercevesinde 1142464 nolu proje olarak TUBITAK

tarafindan desteklenmistir. Katkilarindan dolayi tesekkurlerimizi sunariz.
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OzET

Amiloid, cesitli klinik bozukluklarda viicudun birgok doku ve organinda hucreler arasinda
depolanan ve ¢dziinmeyen protein agregatlari olarak tanimlanir. Bu sekilde yapilan genel
tanima karsin aydinlatilan amiloid tlr sayisi ginden giine artmaktadir. Elimizdeki bilgiler
Isiginda 20’den fazla hastaligin patogenezinde amiloid fibril bulundugunu séyleyebiliriz. 15
yil 6ncesine kadar B tabakalari icermeleri disinda yapilari hakkinda ¢ok az sey bilinen
amiloidler, ginimuzde sebep olduklari hastaliklarla iligkili olarak tanimlanabilmektedir. Bu
kadar kisa slirede bu kadar bilgi elde edilebilmesinin nedeni Alzheimer hastaligi (AD),
Parkinson hastaligi (PD), Diyabet tip Il ve spongiform encephalopathies (Deli dana
hastaligi) gibi hastaligin ilerlemesine bagli olarak 6lim orani ve riski ylkselen ¢ok ciddi
hastaliklara neden olmalarindandir. Yapilan c¢alismalar amiloidlerdeki fibriler yapilarin
kararli oldugunu ve Kkarakteristik capraz-B konformasyonunda pB-tabakali yapilardan

olustuklarini géstermektedir.

Batin amiloid trleri ortak karakteristik 6zellikler gésterse de her amiloid tlrinin baslangig
proteini olan 6ncillu farklidir. Bu nedenle bu tarz hastaliklarlarda proteinlerden amiloid
fibrillere gidis mekanizmasina etki tedavi arastirmalarinin hedefindedir. Noérodejeneretif
hastaliklarin ilag tedavisi icin geligtirilen yaklagsimlar arasinda agregasyonu engelleyen

klguk molekdillerin kullanimi sz konusudur.

Proje kapsaminda eksensel koordinasyona sahip dort makrosiklik metal bilesiginin insulin
amiloid fibrilleri tayininde SERS probu olarak etkinlikleri incelenmistir. Bilesiklerden ¢
tanesi hafniyum bir tanesi ise zirkonyum metal bilesigidir. Hafniyum bilesikleri eksensel
ligand olarak kinolinyum stiril, stiril siyanin ve klorur igermektedir. Zirkonyum bilesigi ise iki
tane betaketoenol ligandi igermektedir. Yapilan c¢alismalar sonucu dort fitalosiyanin
bilegiginin metal ile ylzey zenginlestiriimesi sonucu elde edilen SERS spektrumlarinda da
siddet artisinin 10* mertebede oldugu gézlenmistir. incelenen fitalosiyaninlerden kloriiriir
iceren hafniyum bilesiginin SERS spektrumlarinda fibriler insulin eklenmesi sonucu 1310
cm 1 ve 1572 cm™¥’deki bantlarinda genisleme oldugu goézlenmistir. Fibriler insulin tayininde
bu bantlardan faydalanabilinecegi dusunulmektedir. Sinyal artiglarinin insulin fibrilinin

derisimine bagl olarak degisiklik gosterdigi saptanmistir.

Anahtar kelimeler : SERS, fitalosiyanin, amiloid fibril, insulin
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ABSTRACT

Amyloid is defined as insoluble protein aggregates which is deposited in many tissue and
organs during the various clinical disorders. Despite of this general definition, number of
clarified amyloid types increase day by day. We can say that amyloid fibrils detected in
pathogenesis of more than 20 disorders. 15 years ago nothing was known about amyloid
fibrils except their B sheet structures. Today they can be defined with disorders which they
cause. The reason of getting enormous information such a short time is that they cause
many diseases including Alzheimer’s disease (AD), Parkinson disease (PD), Diabetes type
II, and spongiform encephalopathies (Mad cow disease), all of which are progressive
disorders with associated high morbidity and mortality. The fibrillar assemblies are
inherently stable and structural studies have revealed that they are composed

predominantly of B-sheet structure in a characteristic cross- conformation.

Despite the all amyloids have common characteristics, their precursor proteins are different.
Thus the aggregation pathway of proteins into amyloid fibrils is an obvious target for
therapeutic intervention in such disorders. Among the approaches to the development of
therapeutic agents in neurodegenerative diseases is the use of small molecules that

specifically and efficiently inhibit the aggregation process.

In this project efficiency of four macrocyclic metal axially coordinated compounds as SERS
probe were investigated in the detection of insulin amyloid fibrils. Three of the compounds
are hafnium compounds and one of them is zirconium compound. Hafnium compounds
contain quinolinium styryl, styryl cyanine and chloride as axial gropus. Zirconium compound
contain two betaketoenol as axial group. The obtained results showed that the intensity
increase in the metal enhanced Raman spectra (SERS) of all compounds are in order of
10%. It is thougt that these bands can be used in the determination of insllin. Deviation of

this enhancement with the change of the fibrillar insulin concentration was observed.

Keywords: SERS, phthalocyanine, amyloid fibrils, insulin
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1. GIRIS

Amiloid, organlarda ve dokularda biriken lif orani ylksek, hiicreye ait olmayan, proteince
zengin kalintilari tanimlamakta kullanilir. insanlarda gérilen 20°'den fazla énemli hastaligin
patogenezinde gorulmektedir. Bu hastaliklar Alzheimer hastalidi (AD), Parkinson hastaligi
(PD), Diyabet tip Il ve spongiform encephalopathies (Deli dana hastalidi) gibi hastalidin
ilerlemesine bagli olarak 6lum orani ve riski yukselen ¢ok ciddi hastaliklari icermektedir.
Yapilan galismalar amiloidlerdeki fibriler yapilarin kararli oldugunu ve karakteristik ¢apraz-
konformasyonunda B-tabakall yapilardan olustuklarini gdéstermektedir. Bu gelismelerden
beklenecedi gibi amiloidler ile ilgili yapilan ¢aligmalar bir siredir yakindan izlenmektedir.
BUtun amiloid tdrleri ortak karakteristik Ozellikler gosterse de her amiloid turindn oncal
proteini farkhdir. Onciil proteinlerin birikmesi amiloid olusumunun ilk basamagidir. Amiloid
agregatlarinin birikimi hdcreye islevini kaybettirmekte ve hicre 6limune sebep olmaktadir.

Bu durum fibril olusumunu baskilayan ajanlara olan ihtiyaca aciliyet kazandirmistir.

Biyolojik calismalarda patolojik protein agregasyonlarinda metal komplekslerinin inhibisyon
etkisi genis yer bulmaktadir. "Heme-like" makrosiklik fitalosiyanin bilesiklerinin yuksek anti-
prion ve anti-fibriler aktivitesi oldugu bulunmustur. Metalsiz fitalosiyanin tetrasilfonatin
(PcTS) alfa-synukleinin fibrillesme reaksiyonunun yoninu degistirdigi ve kirpilmis gérinimde
agregat olusuma neden oldugu bilinmektedir. Bunun yanisira PcTS’nin tau filament
olusumunu inhibe ettigi ve toksik olmayan oligomerik turlerin kararhhgini arttirdigr da
bulunmustur. PcTS-[Ni(Il)] ve PcTS-[Zn(ll)] gibi metal igeren fitalosiyaninlerin ise amorf alfa-

synuklein agregatlarinin olusuma neden oldugu gézlenmisgtir.

Yaptidimiz calismalarda duzlem disi eksensel ligand iceren fitalosiyaninlerin amilodojenik
proteinlerin fibrillesme mekanizmalari Uzerine guclu etkleri oldugunu gdzlemlemis
bulunmaktayiz. Hafniyum ve zirkonyum iceren fitalosiyaninlerin icerdigi eksensel lihandin
tirine goére filament olusumunu inhibe ettigi veya agregasyon reaksiyonunun ydénini
degistirerek oligomerik tlrlerin olusmasinia neden oldugu goézlenmigtir. Metal komplekslerinin
floresan Ozellik gbéstermemesi ve UV-gorindr absorpsiyon spektrumlarinda da fibrillere
baglanma sonucu bir degisiklik olmamasi izlenmelerini guglestirmektedir. Bu nedenle
fitalosiyaninlerin amiloid fibriller ile etkilesimlerini incelemek igin farkli spektral yontemlere

ihtiyac duyulmaktadir.



Yuzey zenginlestirimis Raman saciima (SERS) spektroskopisi alternatiflerine gére cesitli
avantajlar sunan bir analitik yontem olarak karsimiza cikmaktadir. SERS, lokalize yuzey
plazmonlari ile molekidlin Raman spektrumunun genisletiimesi temeline dayanmaktadir. Bu
kapsamda bizim calismamizin hedefini fitalosiyaninlerin amiloid fibril ile etkilesimlerinin

gumus nanopartikillerin SERS etkisinden faydalanarak incelenmesi olusturmaktadir.

2. GENEL BILGILER

19. ylzyilin ortalarinda 6nce Schleiden daha sonra Virchow tarafindan ortaya atilan amiloid
terimi, dzellikle son yillarda bilim dinyasinda énemli bir arastirma konusu haline gelmistir
(Rambaran, 2008). Bunun slphesiz en 6nemli sebebi, Alzheimer hastalidi (AD), tip Il
diyabet, Parkinson hastaligi ve spongiform encephalopathies (deli dana hastaligi) gibi
glinimizin en yaygin hastaliklarinda amiloid patogenezinin gériliiyor olmasidir. ilk olarak
bir otopside karacigerde gozlenen iyot ile boyanmis parcaciklarin adlandiriimasinda
kullanilan amiloid terimi c¢esitli klinik bozukluklarda vicudun birgok doku ve organinda
hlcreler arasinda depolanan ve ¢dzlinmeyen protein agregatlarini tanimlamaktadir. Kati,
dallanma gdstermeyen ve belirli bir uzunlugu olmayan fibrillerden olusan amiloid, proteolitik
sindirime direngli ve kolay ¢6zilemeyen bir yapidir (Sipe, 2000). Yapilan incelemeler
amiloidler ile Kongo Kirmizisi arasinda sec¢imli bir baglanma oldugunu ve polarize i1sik altinda
mikroskopta elma yesili renginde goéruldiklerini ortaya koymustur. Tim amiloid tiplerinde
gorilen bu karakteristik 6zellik amiloidin histopatolojik olarak tanisinda kullaniimaktadir.
Amiloid yapilarin ¢éziinmez olmalari yani sira fibrillerin beta tabakasi olusturarak uzamasi bir
diger karakteristik 6zelligidir. Amiloid olusumu gerceklesen dokuda, hicreler arasi iletisimin
bozulmasindan dolayi, hicre 6lumu artmakta ve sonugta doku (ya da organ) iglev géremez
hale gelmektedir (Tagkiran, 2007; Merlini, 2003).

Bir seri hasarli dokudan elde edilmis amiloid fibrillerdeki proteinlerin amino asit igerikleri ve
sekans analizleri her bir amiloid hastaliin belirli bir protein veya peptit ile iligkili oldugunu
ortaya koymustur. Amiloid proteinleri, depolandiklari doku, organlar ve hastaliga gére farklilik
gostermektedir. Amiloid tipleri, yapi itibariyle birbirine benzese de 6ncul proteinleri birbirinden
farkhdir. Ornegin Alzheimer’s hastaligina amiloid beta (AB) (Chaudhuri, 2006), tip Il diyabete
amilin (IAPP) (Glenner, 1984), Parkinson hastaligina a-synuclein (Cooper, 1987) ve memeli
prion hastali§ina ise prion protein (PrP) (Spillantini, 1997) sebep olmaktadir. Onciil proteinin

birikimi amiloid olusumunu baslatan ilk basamaktir. Ayni amiloid éncil proteinleri bir araya
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gelerek amiloid fibrillerini olusturur (Prusiner, 1982). Bu nedenle farkli amiloid tiplerinin
icerdigi proteinler birbirinden farkhidir. insan hastaliklarinda yaygin olarak gérilen bazi

amiloid tipleri ve 6ncll proteinleri Tablo 1’de verilmistir (Westermark, 2005).

Tablo 1. Amiloid proteinleri ve dnclilleri

Amiloid  Onciil Protein Yayilim Tip Hastalik veya goruldugi
proteini doku
AB APP (AR protein Lokalize Kazanilmig,kalitimsal Alzheimer hastaligi
Oncus)
APrP Prion proteini LokalOzO Kazaniimig kalitimsal  Creutzfeldt-jakob hastaligi
ABri ABri protein éncusu Lokalize Kalitimsal ingiliz ailesel demansi
ACys Sistatin C LokOlize Kalitimsal Kalitimsal serebral
amiloidd
ABR2M Beta2-mikroglobulin Lokalize,Sistemik Kazanilmig Ronik hemodiyaliz
AL IDmunlobulin hafif Lokalize,Sistemik  Kazanilmig Miyeloma iligkili primer
zincirleri amiloid
AA Serum amiloid A Sistemik Kazanilmis Sekonder amiloid
inflamsyon
ATTR Transtiredin Sistemik Kazanilmig,kalitimsal Ailesel amiloid polindropati
AApOAO  ApolipopOoteln A-I Sistemik Kalitimsal Karaciger,bdbrek,kalp
AApoAll  Apolipoprotein A-l Sistemik Kalitimsal Bobrek,kalp
AGel Gelsolin SisOdemik Kalitimsal Fin kaltsal amiloidoz
AR Fibrinojen Aa zinciri Sistemik Kalitimsal Bdbrek

in vitro ortamda hemen hemen biitiin proteinlerden gevre sartlar degistirilerek amiloid elde
edilebilmektedir. Ancak in vivo ortamda amiloid gelisimi bu kadar kolay
gerceklesmemektedir. 2008 yilina kadar 20’den fazla plazma proteininin amiloid olusturdugu
belirlenmigtir (Westermark, 2005). Amiloid énclli proteinlerin konsantrasyonu arttiginda
veya bu proteinleri kodlayan genlerdeki bir mutasyon ya da polimorfizm sonucunda
sentezlenen 6ncll proteinlerin proteazlar tarafindan yeterince yikilamamasi sonucunda
amiloid yapisini olusturacak olan amiloid proteinleri meydana gelmektedir. Bu proteinler
kararsiz yapida olup, cevresel faktorlerin etkisiyle (sicakhk, pH, metal iyonlari, okside edici
ajanlar gibi) beta tabakasi yapisi kazanmaktadir. Beta tabakasi olusturan proteinler biraraya
gelerek fibril éncull agregatlari olusturur. Bu asamaya cekirdek fazi da denilmektedir.
Amiloid cekirdegi veya protofibril olarak tanimlanan bu yapilarin, hicreleri apopitozise
yonlendirdigi dusunulmektedir. Amiloid uzamasi bu agamanin devaminda gorulmektedir.
Amiloid agregatlarinin biyokimyasal analizi sonucunda fibrillerin yani sira serum amiloid
protein (SAP) ve pretoglikanlarinda bulundugu ortaya cikmistir. Glikozaminoglikanlarin tim
amiloid tiplerinde bulundugu ve amiloid proteinlerini biraraya getirdikleri, SAP’inin ise

amiloidleri kararl hale getirdigi dusunulmektedir (Hawkins,1988; La Spada,1991). Hucreler
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arasl bolgede biriken amiloid proteinleri, fibril dncillerine hizla katilarak uzama fazini
surdardr. Son olarak fibrillere, fibriler yapida olmayan serum amiloid proteininin (SAP)

katilmayla ¢6zinmez yapidaki amiloid olusmaktadir (Sekil 2.1).

<§<—>l> - )

Katlanmis Kismen katlanmamis

Amiloid nf|br|le;‘

gozenekler birikintiler amiloid fibril

Sekil 2.1. Amiloid fibrillerin olusumu

Muhtemelen en iyi aydinlatiimis fibril yapisi Alzheimer'da olusan AB proteinidir. NMR ve
taramali electron miksroskobu (TEM) ile yapilan analizler AB(1-40) tarafindan olusturulan
cesitli yapilar oldugunu gdéstermistir (Chan, 2011; Tycko, 2011; Petkova, 2002; Sachse,
2008). In vitro fibril eldesinde, fibril morfolojisi ve subunit peptit yapisinin inkibasyon
sartlarina bagli oldugu ve belirgin heterojen &zelliklerini hem TEM hem NMR analizleri ile

ortaya ¢ikarmigtir. Sekil 2.2’de AB(1-40) fibrillerine bir 6rnek gorilmektedir.

Sekil 2.2. AB(1-40) fibrillerinin yapisal sekli
4



Norodejeneretif hastaliklarin olasi tedavi yontemlerinin geligtiriimesinde en umut vadeden yol
fibril olusum mekanizmasina etki etmek olarak goértlmektedir. Farkli kimyasal gruplardan
bazi kiglik molekillerin AB (Howlett, 1998; Frydman, 2009; Necula, 2007; Ehrnhoefer,
2008), tau (Taniguchi, 2005), huntingtin (Chopra, 2007) ve prion protein (Caughey, 1998;
Priola, 2000) gibi amiloid fibrillerin olusumunu baskiladigi rapor edilmistir. Ornegin, flavonoid
baicaleinin AS olusumunu inhibe ettigi ve olusan olgun fibrillerdede ayrismaya neden oldugu
bulunmustur. Bazi polifenoller, fenotiyazinler, forfirinler, polien makrolidler, Kongo kirmizisi
ve tlrevlerinin ise ASN, AB ve tau filamentlerinin olusumunu inhibe ettigi gézlenmistir. Halkal
tetrapiol-forfirinlerde ve fitalosiyaninlerde ylksek anti-prion aktivite gézlenmistir. Metalsiz
fitalosiyanin tetrasulfonatta (PcTS) ise tau filamentlerini pargalama (Taniguchi, 2005) ve AB
peptit agregasyonunu (Howlett, 1998) inhibe etme 6zelligi bulunmustur. Bu makrosiklik
kompleksin alfa-synucleine yliksek afinitesi tespit edilmistir. PcTS’nin bu proteine baglanmasi
amiloid fibril olusumunu baskilar ve kisa protein agregatlarinin olusumuna neden olur.
Fitalosiyaninin alfa-synucleine baglanmasinin metal kompleksinin aromatik sistemi ile
aminoasitin  aromatik kisimlari arasindaki hidrofobik etkilesimden kaynaklandigi
dusunulmektedir (Lamberto, 2009). Fitalosiyanin komplekslerinin kendiliginden toplanmaya
yatkinliklar1 ile gosterdikleri yuksek anti-fibrilojenik ve anti-prion aktiviteleri bu Oneriyi
desteklemektedir (Lamberto, 2011).

3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Reaktif ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

" Tdm c¢alisma c¢o6zeltileri gunlik olarak, stok c¢ozeltilerden seyreltilerek hazirlandi.
Calismalarda sulu ¢ozeltilerde c¢ift destile su kullanildi. Batln reaktifler analitik saflikta

olup ileri saflagtirma yapiimadan kullanildi.

» 1x102 M'lik fitalosiyanin ¢ozeltileri DMF (%699.8, Sigma) icerisinde hazirlandl.

= Monomerik veya fibriler proteinlerin (Insulin human, Cjs57H383NesO77Ss  Sigma)
¢ozeltileri 0.1 M HCl (36.5-38.0%, BioReagent, molekiler biyoloji icin, Sigma)

icerisinde hazirlandi.

= Ag nanopartikullerin (AgNP) sulu ¢ozeltileri deneysel ¢calismalarda kullanildi.



3.2. Kullanilan cihazlar

Olgiimlerde 830 nm diod lazer ve 514 nm’'de argon-iyon lazerli bir Raman mikroskopi

(InVia Reflex, Renishaw, UK) sistemi kullanildi.

= Butin SERS o6lgcumleri 50X objektif ile alindi.

= Sistem 520 cm™'deki silikon wafer pike karsilik otomatik olarak kalibre edilmistir.

= Spektrumlarda Wire 3.2 programi ile zemin diuzeltmesi otomatik olarak yapilmistir.

= PeakFit 4.12 (SeaSolve Software Inc.) hizli Fourier doénusturtcu filtre ile veriler
islenmigtir.

= 830 nm’de alinan butin élgimler icin lazer glict 3-15 mW olarak kullanildi.

= 514 nm’de alinan butin élgimler icin ise lazer gucl 0.3-1.5 mW olarak kullanildi.

= Ornekler lizerinde lazerin spot genisligi ~1um’dir.

Sentezlenen kolloidal nanopartikuller dinamik karaketizasyonu icin 11k sagilma (DLS) ve
Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis Spektrometre ile karakterize edildi. Yuzey goéruntuleri
FEI marka QUANTA FEG 250 taramal elektron mikroskobu (SEM) ile elde edilmistir.

3.3 Giimiis nanopatrtikiillerin eldesi

Lee-Meisel Yéntemi: Bu yontem gumus katyonlarinin sitrat ile indirgenmesine dayanir.
AgNP’lerin eldesi igin 50 ml, 1x10° M AgNOs (BioXtra, >99%, Sigma) kaynama noktasina
kadar isitilirak tzerine 10 ml, 1% trisodyum sitrat (C¢HsO7Nas, Sigma) ¢ozeltisi eklendi. 1
saat kaynatildiktan sonra sogumaya birakilan ¢ozelti daha sonra santrifijlenerek
¢cOzeltisinden ayrildi (Lee, 1982). Ayirma isleminin ardindan 2 kez deiyonize su ile
yikanarak sulu sispansiyon halinde karanlikta muhafaza edildi. Elde edilen AgNP’lerin

SEM goruntuleri Sekil 3’de goriimektedir.

Leopold ve Lendl Yéntemi: AgNP’ler 1.5x102 M, 10 mL hidroksilamin hidroklorGr
(99.995 %, Sigma) ve 3x102 M sodyum hidroksit (298, Sigma) karigiminin 1.11x103 M,
90 mL AgNOs (BioXtra, >99%, Sigma) c¢Ozeltisine eklenerek 15 dakika karistiriimasi ile
Leopold ve Lendl tarafindan tarif edilen yonteme goére hazirlandi (Leopold, 2003).
Sentezlenen kolloidal nanopartikiller dinamik sk sagilma (DLS) ve UV-Vis

spektroskopileri ile karakterize edildi. Bu ¢dzelti 1X olarak adlandirildi. Kolloidler 5500



rom hizla 30 dakika santrifijlenerek ¢ozeltiden ayrildi. Uygun miktarda su eklenerek

istenen derisim elde edildi (16X).

Olgiim érneklerinin hazirlanmasi: Olciimler igin 6rnekler DMF igerisinde hazirlanan
fitalosiyaninlerin stok c¢o6zeltilerinden (kontrol o&rnekleri igin esit miktarda DMF),
monomerik veya fibriler proteinlerin 0.1 M HCI icerisinde hazirlanan ¢ozeltilerinden belirli
miktarlar Ag nanopartikllerin (AgNP) sulu ¢ozeltisine eklenerek hazirlandi. Elde edilen
ve 0.5 uM fitalosiyanin (veya DMF) ve/veya 0.425 uM fibriler/monomerik protein (HCI)
iceren AgNP c¢ozeltileri cam yuzeyler Gzerinde kurutuldu ve O&lgim icin kullanildi.

Fitalosiyanin veya protein igermeyen kontrol 6rnekleri hazirlandi (Avci, 2014).



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Guimis nanopartikillerin karakterizasyonu
ilk olarak proje 6nerimizde bulunan Lee-Meisel yontemi ile AgNP eldesi gerceklestirildi. Bu

yontem gimuis katyonlarinin sitrat ile indirgenmesine dayanir. Bu yontem ile elde edilen

AgNP’lerin SEM géruntuleri alinarak partikl sekil ve ortama boyutlari saptandi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Lee-Meisel protokolii ile elde edilen AgNP’ler

Lee- Meisel ydntemi ile elde edilen AgNP’lerin blyuk ylzdesi kiresel yapilar olmakla beraber
gumus ¢ubuklarda icerdigi gdzlendi. Tanecik blyUkligu ortalama 40-50 nm olarak saptandi.
Verimli ve kolay uygulanabilir bir ydontem olmakla beraber heterojen Urin eldesi nedeni ile

proje ekibimizin daha dnce kullanmis oldugu AgNP sentez yontemi tercih edildi.

Lee-Meisel yontemi verimli ve kolay uygulanabilir bir ydntem olmakla beraber heterojen driin
eldesi nedeni ile proje ekibimizin daha énce kullanmis oldugu ve Leopold ve Lendl tarafindan
bulunmus olan AgNP sentez ydntemi tercih edildi. Sentezlenen kolloidal nanopartikiller
dinamik 1sik sagilma (DLS) ve UV-Vis spektroskopileri ile karakterize edildi ve ortalama

parcacik ¢api 40 nm olarak saptandi. Kullanilan AgNP’in UV-abs spektrumu Sekil 4.2°de

goriulmektedir. 08 -
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Sekil 4.2. Sentezlenen AgNP’lerin UV-Vis spektrumu



4.2. Fitalosiyaninlerin Raman spektrumlari

Deneysel calismalarda eksensel ligand olarak kinoliyum stiril (PcHfQStr), klor atomlari
(PcHfCI,) ve stirilsiyanin iceren (Pc-126) ug¢ hafniyum fitalosiyanin bilesigi ve eksensel ligand
olarak iki betaketoenol igeren (Pc-127) bir zirkonyum fitalosiyanin bilesiginin amiloid fibriller
icin anti-fibrilojenik 6zelligi incelenmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan 4 bilesigin yapisi
Sekil 4.3'de gorilmektedir.
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Sekil 4.3. Eksensel ligand olarak kinoliyum stiril (PcHfQStr; sag, Ust), klor atomlari (PcHfCl;
sol, Ust), stirilsiyanin (Pc-126; sol, alt) iceren hafniyum fitalosiyanin ve iki betaketoenol igeren
(Pc-127; sag, alt) zirkonyum fitalosiyanin bilesiklerinin kimyasal yapilari.



Calismada ilk olarak fitalosiyaninlerin protein ve ylzey zenginlestiriimesi icin kullanilan
gumus yUzeyler olmadan Raman sacilma spektrumlari incelendi. Bu bélimde DMF icerisinde
hazirlanan 1x102 M'lik fitalosiyanin ¢dzeltileri kullanildi. Olgiim érnekleri deneysel kisimda
anlatilan yéntem ile cam ylzeyler Uzerinde hazirlandi. PcHfQStr ve PcHfCI, érneklerinden
elde edilen Raman spektrumlari sirasi ile Sekil 4.4 ve 4.5°de gorulmektedir. Ayrica yigin
fitalosiyanin kristallerinin de Raman saciima spektrumlari ol¢ildi. Sekil 4.6 ve 4.7 bu

orneklerin Raman spektrumlarini géstermektedir.
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Sekil 4.4. 1x102 M PcHfQStr ¢ozeltisinin 830 nm (siyah) ve 514 nm’lerde (kirmizi) Raman
saciima spektrumu.
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Sekil 4.5. 1x10? M PcHfCl, ¢ozeltisinin 830 nm (siyah) ve 514 nm’lerde (kirmizi) Raman
sacilima spektrumu (514 nm’de elde edilen dederler 10 katsayisi ile genigletilerek kullanildt).
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Sekil 4.6. Yigin hafniyum fitalosiyanin kristallerinin 830 nm’de elde edilen Raman sacgiima
spektrumlari; PcHfQStr (siyah) ve PcHfCI; (kirmizi).
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Sekil 4.7. Yigin hafniyum fitalosiyanin kristallerinin 514 nm’lerde (sag) elde edilen Raman
sacilima spektrumlari; PcHfQStr (siyah) ve PcHfCI, (kirmizi).

Yizey zenginlestirme igin kullanilan metal ve protein icermeyen ortamlarda PcHfQStr ve
PcHfCIl, bilegiklerinden elde edilen spektrumlarin uyarilma dalgaboyu, fitalosiyanin
bilesiginde bulunan diizlem disi ligand tiri (stiril iceren (PcHfQStr) veya Cl, iceren (PcHfCI,))
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ve sentez yontemine gore (yigin kristal veya ¢ozelti uzaklastiimig) farklihk gosterdigi
gbzlendi. Bunun yanisira fitalosiyaninin karaktestik titresim modlari oldugu dustnilen bazi
bantlarin bitiin spektrumlarda veya ¢ogunda tekrarlandigi gézlendi (Jennings, 1984). Elde
edilen spektrumlarda gdzlenen ve fitalosiyaninlerin karakteristik titresimleri oldugu distnulen
tirler ve gézlendikleri dalgasayilari Tablo 2'de 6zetlenmigtir. Olglimlerde goézlenen 485 cm
ve 585 cm™¥deki Raman bantlari blyik olasilikla izoindol halkasindaki deformasyondan
kaynaklanmaktadir. 16’li i¢ halkanin nefes alma (breathing) titresimi yaklasik olarak 682 cm-
Yde gozlendi. 749 cm?¥de goézlenen bantlar makrohalkanin asimetrik deformasyonu ile
iligkilendirilebilir. Ayni zamanda 778 cm® ve 825 cm? civarinda goézlenen bantlarin
makrohalkanin azo gruplarindaki C-N gerilmesinden kaynaklanabilecegi dusunudlmektedir.
1037 cm™? ve 1105 cm? civarinda ise blyilk olasilikla izoindol gruptan kaynaklanan C-H
egilme titresimleri gorilmektedir. 1140 cm™ ve 945 cm? civarinda gdézlenen bantlarin sirasi
ile pirol ve benzen gruplarinin nefes alma (breathing) tiresimlerinden kaynakli oldugu
dusliniimektedir. 1342 cm™de gobzlenen belirgin Raman pikinin pirolin C4-Cg gerilme
titresiminden kaynaklandigi dusunilmektedir. C-N gerilme titresim pikleri 1450 cm™de
gorulmektedir. Fitalosiyaninin Raman spektrumunda gozlenen en belirgin bantlardan bir
tanesi olan 1528 cm™*’deki bandin pirol grubunun Cg-Cg baginin simetrik gerilme titresiminden
kaynaklandigi dustntlmektedir. Kuru PcHfQStr érneginde 514 nm’deki uyariima ile elde
edilen kuvvetli bantlar (6rnegin 1173 cm™ 1226 cm™, 1367 cm™, 1484 cm™ ve 1558 cm™'deki
bantlar) buyik ihtimalle stiril ligandinin titresimlerinden kaynaklanmaktadir.

Tablo 2. Fitalosiyaninlerin karakteristik titresim modlari

Raman bant Titresim tiiru
dalgasayisi, cm?
485 ve 585 izoindol halkasi deformasyonu
682 16’li ic halkanin nefesl alma titresimi (breathing)
749 asimetrik halkanin deformasyonu
778 ve 825 makrohalkanin azo gruplarindaki C-N gerilme titresimi
945 benzen grubunun nefes alma titresimi (breathing)
1140 pirol grubunun nefes alma titresimi (breathing)
1105 ve 1307 izoindol grubundan kaynaklanan C-H gerilme titresimi
1342 pirolun Cq-Cp gerilme titresimi
1450 C-N gerilme titresim
1528 pirol grubunun Cg-Cg baginin simetrik gerilme titresimi
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Pc-126 ve Pc-127 drneklerinin Raman sacgiima spektrumlari ise $Sekil 4.8 ve 4.9'da
gorulmektedir. Pc-127 bilesiginde zemin sinyali ¢ok kuvvetli oldugu igin lazer gict 0.3 mW

olarak, Pc-126 bilesiginde ise 3 mW olarak kullanildi.
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Sekil 4.8. Hafniyum fitalosiyanin Pc-126'nin 830 nm uyriimada serbest haldeki Raman
sacgilma spektrumu (Lazer guci=3 mW).
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Sekil 4.9. Zirkonyum fitalosiyanin Pc-127’nin 830 nm uyarilmada serbest haldeki Raman
saciima spektrumu (Lazer glici=0.3 mW).
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Her iki fitalosiyanine ait spektrumda da g6zlenen bantlar PcHfQStr ve PcHfCl, érneklerinden
elde edilen bantlar ile 6rtismektedir. Pc-126 bilesiginin Raman spektrumunda 484 cm™ ve
586 cm¥de gozlenen bantlarin izoindol halkasindaki degisikler ile iliskilendirilmesi olasidir.
16’li i¢c halkanin nefes alma titresim bandi 684 cm™'de gozlendi. 747 cm™de gdzlenen bant
makro halkanin antisimetrik deformasyonu ile iligkili olabilir. Ayni zamanda 778 cm™ ve 824
cm? civarinda go6zlenen bantlarin makro halkanin azo gruplarinin C-N gerilmesinden
kaynaklandigi disundlebilir. 1037 cm™ ve 1105 cm™'de gézlenen bantlar ise biylk olasilikla
izoindol grubun C-H egilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1144 cm™ ve 945 cm?
civarinda gozlenen bantlar ise sirasi ile pirol ve benzen gruplarinin nefes alma
titresimlerinden kaynaklaniyor olabilir. 1342 cm¥’de gbzlenen siddetli Raman piki ise Cq-Cp
geriime titresimi ile iligkilendirilebilir. C-N geriime titresim piki 1452 cm™¥de gozlendi.
Fitalosiyaninin Raman spektrumunda goézlenen en siddetli bantlardan biri 1534 cm™de
go6zlendi ve pirol grubundaki Cg-Cg bagindaki simetrik gerilme titresiminden kaynaklandigina
inaniimaktadir. Pc-126 6rneginden elde edilen Raman spektrumunda daha siddetli bantlar
640 cm™ ve 1285 cm™'de gozlendi. Bu bantlar fitalosiyanin halkasindan kaynaklanan bantlar
arasinda tanimlanmadigi icin (Jennings, 1984) sitirilsiyanin ligandinin titresimlerinden
kaynaklanabilecegi dusunulmektedir. Pc-127 6rneginden elde edilen Raman spektrumunda
gozlenen en siddetli bantlar ise 681 cm™, 746 cm™, 1139 cm?, 1340 cm™?, 1452 cm™ ve 1530

cm™’de konumlanan fitalosiyanin halkasinin titresimlerinden kaynaklanan bantlardir.

4.3. Fitalosiyaninlerin fibriler ve monomer insulin varhgindaki ylizey zenginlestirilmis

Raman spektrumlari

Ik olarak PcHfQStr bilesiginin yiizey zenginlestirilmis Raman spektrumlari (SERS) serbest
formda ve insdlin varliginda (monomerik veya fibriler) incelendi. Elde edilen spektrumlar Sekil
4.10 ve 4.11’de gorulmektedir. Monomerik ve fibriler instlinin SERS spektrumlari elde
edilerek referans olarak kullanildi. Bu o6lgimler igin 6rnekler deneysel kisimda belirtilen
yontem ile hazirlandi. Ayni zamanda fitalosiyanin veya protein icermeyen kontrol érneklerinin

Olcimleri de alindi.

14



400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

5000 4——m b e L L 5000
PcHfQStr
4000 - INS[F] L 4000
S
< 3000 - 3000
s
3
> 2000 + 2000
1000 4 - 1000
| \ L
O-va‘( AMM#AMAA“J’\ i m\""“ wﬂﬁ u\mm_o
400 1000 1200 1400 1600 1800

Raman kaymasi, cm™
Sekil 4.10. Kinolinyum stiril ligandi iceren hafniyum fitalosiyanin (PcHfQStr), insulin amiloid

fibril (INS[F]) ve insulin-fitalosiyanin (PcHfQStr+INS[F]) érneklerinin 514 nm’de elde edilen
SERS spektrumlari.
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Sekil 4.11. Kinolinyum stiril ligandi iceren hafniyum fitalosiyanin (PcHfQStr), insulin amiloid
fibril (INS[F]) ve insulin-fitalosiyanin (PcHfQStr+INS[F]) drneklerinin 830 nm’de elde edilen
SERS spektrumlari.

Sekil 4.12 ve 4.13de her iki uyarma dalgaboyu icinde PcHfQStr bilesiginin AgNP’ler

varliginda elde edilen SERS spektrumlarinin fitalosiyanin bilesiginin ylzey zenginlestiriime
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kullaniimadan (AgNP olmayan ortamda) alinan Raman sagilma spektrumlar ile
karsilastiriimasi goérilmektedir. Her iki durumda da bant pozisyonlarinin ayni oldugu
gorilmektedir. Buna karsin SERS spektrumlarinda 0.5 uM’lik PcHfQStr, normal Raman
sacllma spektrumlarinda ise 10 mMlIik PcHfQStr ¢oézeltisinin kullaniimistir. Gdzlenen
bantlardan bazilarinin fitalosiyaninlere ait oldugu tanimlanabilmektedir (Jennings, 1984). 514
nm’de uyarilma sonucu elde edilen sonuglarda bu bantlar; 683 cm™ (16’li i¢ halkanin nefes
alma bandi), 827 cm™ (makrohalkali yapinin azo gruplarin C-N gerilme titresimleri), 1110 cm-
1 (izoindol grubun C-H egilme titresimleri), 1335 cm™ (pirol grubun Co-Cg gerilme titresimleri)
ve 1533 cm? (pirol grubun Cg-Cg baginin simetrik titresimleri)'dir. Biyik olasilikla stiril
ligandinin titresimlerinden kaynaklanan 1173 cm™, 1226 cm™, 1367 cm™, 1489 cm™ ve 1559

cmY’de gozlenen siddetli bantlar her iki tir Raman sagilma spektrumunda da goézlendi.
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Sekil 4.12. Kinolinyum stiril ligandi iceren hafniyum bilesiginin 514 nm uyariima
dalgaboyunda ylzey zenginlestiriimis (siyah) ve normal (kirmizi) Raman spektrumlari.
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Sekil 4.13. Kinolinyum stiril ligandi iceren hafniyum bilesiginin 830 nm (sag) uyariima
dalgaboyunda ylzey zenginlestiriimis (siyah) ve normal (kirmizi) Raman spektrumlari.

830 nm uyariimada elde edilen bantlar; 485 cm? ve 579 cm-1 (izoindol grubun
deformasyonu), 679 cm™ (16’ i¢ halkanin nefes alma titresimi), 748 cm™ (makrosiklik yapinin
antisimetrik deformasyonu), 778 cm™ ve 822 cm™ (makrosiklik yapinin azo grubunun C-N
gerilmesi), 949 cm™ ve 1141 cm (sirasi ile benzen ve pirol gruplarin nefes alma titresimleri),
1337 cm (pirol grubun Ca-CB gerilme titregimi), 1448 cm™ (C-N gerilme titresim piki) ve
1526 cm™ (pirol grubun Cg-Cg baginin gerilme titresimi)’dir (Jennings, 1984).

Sekil 4.12 ve 4.13'de 0.5 uM PcHfQStr bilesiginin AgNP’ler varliinda elde edilen Raman
sacgilma siddetlerinin ayni fitalosiyanin bilesiginin ylizey zenginlestiriime kullaniimadan (AgNP
olmayan ortamda) 10 mM’lik ¢ozeltisinden elde edilen Raman sacgilma siddeti ile ayni
mertebede oldugu goézlendi. Bu sonug¢ fitalosiyaninlerin Raman sacilma siddetlerine
metallerin genisletme etkisinin oldukga ylksek oldugunu gdstermektedir. EF = (Isers/Nsur) /
(Irs/Nvoi) olarak tanimlanan SERS’nin ortalama genigleme faktérini metal ylzeyine bagli
fitalosiyanin molekil sayisini (gimus adaciklar arasinda dogrudan cam uzerinde bulunan
molekuller hari¢) bilmedigimiz i¢cin hesaplamamiz mimkin degildir. Bunun yanisira
fitalosiyaninlerin metal Uzerinde bir katman mi yoksa Ust Uste birka¢c katman mi yapmis
olduklari hakkinda da net bir bilgiye sahip degiliz. Burada Nsut ve Nvo sirasi ile metal

ylizeyinde bulunan ve sagilma hacminde bulalnan molekil sayilarini ifade etmektedir. Buna
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karsilik analitik genigleme faktorinu (AEF) hesaplayabiliriz (Le Ru, 2007). AEF agagidaki gibi
tanimlanmaktadir.
AEF = (Isers/Csers) / (Irs/Crs)

Isers, Irs, Csers V€ Crs SERS ve RS odlgumlerindeki sacilma siddetleri (I) ve derisimleri (c)
ifade etmektedir. Cesitli Raman bantlari icin Sekil 12 ve 13'de goérllen spektrumlardan AEF
tahmin edilebilir. Elde edilen AEF degerleri 830 nm uyariimada 10%-10° mertebesindedir. 514
nm’deki uyarilma ile kiyaslandiginda belirgin bir sekilde daha ylksek olduklari gérilmektedir.

Elde edilen AEF degerleri Tablo 3'de gorilmektedir.

Tablo 3. Fitalosiyanin (PcHfQStr) bilesiginin 830 nm ve 514 nm uyariimalarda tahmin edilen

analitik genisleme faktori degerleri.

1226 0.7x10*
514 1367 0.6x10*
1489 0.6x10*
679 10°
830 1337 5.8x10*
1526 4.4x10*

Fibriler insulin varliginda PcHfQStr fitalosiyaninin SERS siddetinde belirgin bir digsme
g06zlendi. Bunun nedeninin blylk olasilikla metal ylzeyi ile mesafenin fibriller nedeni ile
artmig olmasi veya uyariima dalgaboyunun bir kisminin fibriller nedeni ile saciimasi oldugu
dusundlmektedir. Fitalosiyaninde monomer insulin varlidinda da ayni etki gézlendi. Elde
edilen spektrumlar Sekil 4.14 ve 4.15'de gorulmektedir. Ayrica serbest PcHfQStr, fibril iceren
PcHfQStr ve vyalnizca fibril igeren orneklerde gozlenen 1051 cm™deki kuvvetli bant
AgNP’lerin kontrol olgumlerinde de go6zlendi. Kontrol olgumleri esdeger miktarlarda DMF
(fitalosiyanin stok ¢ozeltileri igin ¢Ozlcl olarak kullanildi) ve HCI (fibril c¢ozeltileri
icermektedir) kullanilarak yapildi. Kontrol 6rneklerinin Raman spektrumlari Sekil 4.16 ve
4.17'de gorulmektedir. Bu nedenle bu pikin fitalosiyaninlerlede proteinlerlede ilgili olmadigi
dusUnutlmektedir.
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Sekil 4.14. Kinolinyum stiril ligandi igeren hafniyum fitalosiyaninin (PcHfQStr), monomerik
insulinin (INS[M]) ve monomerik insulinhafniyum (INS[M] + PcHfQStr) érneginin 514 nm
uyariimada SERS spektrumlari
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Sekil 4.15. Kinolinyum stiril ligandi iceren hafniyum fitalosiyaninin (PcHfQStr), monomeric
insdlinin (INS[M]) ve monomerik insulinhafniyum (INS[M] + PcHfQStr) 6rneginin 830 nm
uyariimada SERS spektrumlari.
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Sekil 4.16. DMF ve HCI varliginda kurutulmus AgNP’lerin 514 nm uyarimada Raman
sacilma spektrumlari.
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Sekil 4.17. DMF ve HCI varliginda kurutulmus AgNP’lerin 830 nm uyariimada Raman
sacilima spektrumlari.

Klorurar atomlari iceren hafniyum fitalosiyanin icin, 0.5 uM PcHfQCI, bilegiginin AgNP’ler

varliginda elde edilen Raman saciima siddetlerinin ayni fitalosiyanin bilesiginin ylizey
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zenginlestiriime kullaniimadan (AgNP olmayan ortamda) 10 mM’lik ¢bzeltisinden elde edilen
Raman sagilma siddeti ile ayni mertebede oldugu goézlendi (Sekil 4.18 ve 4.19). Raman
saclima siddetlerine metal zenginlestirme etkisinin 10* mertebesinde oldugu soylenebilir. 830
nm dalgaboyunda uyarilma sonucu gbézlenen bantlarin pozisyonlarina gére her iki tir
spekrtumda da bulundugu tespit edildi. 514 nm dalgaboyunda uyarilma ile elde edilen SERS
spektrumunun ise ylzey zenginlestirme kullaniimayan Raman sagilima spektrumundan
onemli oranda farkh oldugu gézlenmistir. PcHfCI, bilesiginin spektrumu PcHfQStr bilesiginin
spektrumu ile kiyaslandiginda ¢cok daha disik sinyal/gulrilti oranina sahip oldugu belirlendi.

Elde edilen AEF degerleri Tablo’de gortlmektedir.

Tablo 4. Fitalosiyanin (PcHfCI,) bilesiginin 830 nm uyariimalarda tahmin edilen analitik
genigleme faktoru degerleri.

681 4.0x10*

748 4.5x10*

1337 5.9x10*
830

1446 8.8x10*

1529 5.8x10*
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Sekil 4.18. Klorur ligandi iceren hafniyum bilesiginin 514 nm uyariima dalgaboyunda ylizey
zenginlestirilmis (kirmizi) ve normal (siyah) Raman spektrumlari.
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Sekil 4.19. Klortr ligandi iceren hafniyum bilesiginin 830 nm uyariima dalgaboyunda ylzey
zenginlestiriimis (kirmizi) ve normal (siyah) Raman spektrumlari.

PcHfCl, fitalosiyanin bilesiginin de fibriler ve monomerik protein varliginda SERS-prob

Ozellikleri incelendi. Fibriler insulin varliginda 514 ve 830 nm uyariilma dalgaboylarina gore
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elde edilen spektrumlar sirasi ile Sekil 4.20 ve 4.21’de goérllmektedir. Sekil 23’de 830 nm
dalgaboyunda uyariima ile elde edilen SERS spektrumunda AgNP’lerin eklenmesi ile
fitalosiyanin titresim bantlarinin siddetinde azalma gézlendi (6rnegin; 490 cm™, 681 cm™, 748
cm?, 137 cm?, 1446 cm™, 1529 cm™). Ayni zamanda 852 cm™ ve 929 cm™*de gdzlenen
bantlarin gurdltd oranlari digtd. Fibriler insulin eklendiginde 514 nm dalgaboyu uyarmasi ile
elde edilen spektrumda 1310 cm?® ve 1572 cm™de gbzlenen bantlarda genisleme
gozlenirken diger bantlar kayboldu. 1310 cm™ ve 1572 cm™ bantlarinin ilerleyen ¢alismalarda
fibriler insulin tayini icin kullanilabilecegi dustnuldid. Monomerik insulin eklenmesi her iki
dalgaboyunda uyarma (514 nm ve 830 nm) ile elde edilen spektrumlarda da karakteristik
fitalosiyanin bantlari Gzerinde ayni sénum etkisini gosterdi. Momomerik instlin varliginda

elde edilen spektrumlar Sekil 4.22 ve 4.23'de gortlmektedir.
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Sekil 4.20. Klorur ligandi iceren hafniyum fitalosiyaninin (PcHfCI), insilin amiloid fibrilleri
(INS[F] ve fibriler insulin-hafniyum (PcHfCl, + INS[F]) 6rnedinin 514 nm uyariimada elde
edilen SERS spektrumu.
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Sekil 4.21. Klorur ligandi igeren hafniyum fitalosiyaninin (PcHfCIy), insulin amiloid fibrilleri
(INS[F] ve fibriler insilin-hafniyum (PcHfCl, + INS[F]) 6rneginin 830 nm uyariima’da elde
edilen SERS spektrumu.
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Sekil 4.22. Klorur ligandi iceren hafniyum fitalosiyaninin (PcHfClz), monomerik insulinin
(INS[M]) ve monomeric insulin-hafniyum (INS[M] + PcHfClz) érneginin 514 nm uyariimada
elde edilen SERS spektrumu.
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Sekil 4.23. Klorir ligandi iceren hafniyum fitalosiyaninin (PcHfCI;), monomerik insilinin
(INS[M]) ve monomeric insulin-hafniyum (INS[M] + PcHfCI,) érneginin 830 nm uyariimada
elde edilen SERS spektrumu.

Pc-126 ve Pc-127 bilegiklerinin serbest halde ve insilin fibrili varhidinda yuzey-
zenginlestiriimis Raman spektrumlari (SERS) ayni 6rnek hazirlama yontemi ile elde edildi.

Elde edilen spektrumlar Sekil 4.24 ve 4.25'de gorulmektedir.
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Sekil 4.24. Hafniyum fitalosiyanin Pc-126'nin serbest ve insdlin fibrili varliginda 830 nm

uyariimada SERS spektrumlari (Lazer gici=3 mW:; insiilin fibrilinin SERS spektrumu
referans amagli olarak alinmigtir).
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Sekil 4.25. Zirkonyum fitalosiyanin Pc-127‘nin serbest ve insdlin fibrili varliginda 830nm
uyariimada SERS spektrumlari (Lazer gici=3 mW; insilin fibrilinin SERS spektrumu
referans amacli olarak alinmigtir).

Spektrumlarda da goéruldiga tzere insilin fibrili eklenmesi Pc-126 ve Pc-127 bilesiklerinin
SERS spektrumlari Uzerinde farkli etki gOstermektedir. Pc-126 spektrumunda belirgin
degisiklikler gorilmemekle beraber Pc-127 spektrumunda bantlarin yerlerinde ve
siddetlerinde degisiklikler gériilmekledir. insdlin fibrili eklenmesi ile 16°ll i¢ halkanin nefes
alma titresiminden kaynaklandi§i disindlen 682 cm™'deki bandin siddetinde yaklasik yari
yarlya azalma olmustur. Bununla beraber 748 cm™ gozlenen ve makrosiklik yapinin
antisimetrik deformasyonundan kaynaklandi§i distnilen bandin siddetinde bir degisiklik
olmamistir. Bu sonug¢ Pc-126 ve Pc-127 bilesiklerinin fibriler yapi ile etkilesim modlarinin

farkl olabilecegine isaret etmektedir.

Elde edilen sonuglarda 0.5 pyM Pc-126 6rneginin SERS olgimlerinden elde edilen mutlak
Raman sagilma siddetinin 10 mM’lik Pc-126 drneginin normal Raman sagilma spektrumunda
gbzlenen siddetle ayni mertebede oldugu goézlendi (Sekil 4.26). Bu sonug fitalosiyanin
bilegiginin Raman sacgilma giddetlerine yuzey zenginlegtirmenin kuvvetli etkisini

gOstermektedir.
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Sekil 4.26. Hafniyum fitalosiyanin Pc-126 bilesiginin 830 nm uyarilmada ylzey genisletilmis
(siyah) ve normal (kirmizi; 102 M DMF ¢ozeltisi kurutularak hazirlandi) Raman spektrumlari
(Lazer guci=3 mW).

Pc-126 bilesiginin cesitli Raman bantlari kullanilarak AEF degerleri tahmin edildi. SERS
spektrumlarinda 0.5 uM’lik, normal Raman sagilma spektrumlarinda ise ayni bilesigin 10
mM’lik ¢oOzeltisi kullanildi (Sekil 28). Sonuglarin 10* mertebesinde oldugu gozlendi. Elde

edilen sonuglar Tablo 5’de gorulmektedir.

Tablo 5. Hafniyum fitalosiyanin Pc-126 bilesiginin 830 nm uyarilma dalgaboyunda gozlenen
bazi bantlarindan hesaplanan analitik genigleme faktora.

684 1.8x10*
747 1.2x10*
1144 0.6x10*
830 1342 0.8x10*
1452 0.8x10*
1533 0.7x10*

27



4.4. PcHfCI; fitalosiyanin bilesiginin insiilin fibrili ile etkilesimlerinin SERS sinyallerine

derigsimin etkisi

Fibril konsantrasyonunun PcHfCl;'nin SERS spektrumu Uzerine etkisi incelendi. Sekil 4.27'da
0.425, 0.142 ve 0.0425 uM fibril varhiginda elde edilen spektrumlar goértlmektedir. En siddetli
sinyal 0.142 uM fibril varliginda elde edildi. Daha ylksek ve daha disuk derisimlerde elde
edilen sinyallerin siddetlerinde yari yariya veya daha fazla azalma oldugu goézlendi. Bu
sonucun fitalosiyanin-fibril baglanmasinin bir 6zelligi sonucu ortaya ciktigi dusutnulebilir.
Fibriler proteinin baglanma kisim sayisi bilinmedigi i¢cin herhangi bir stokiyometrik oran

ctkarmak mumkun degildir.
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Sekil 4.27. Hafniyum fitalosiyanin PcHfClz'nin (0.5 pM) cesitli fibril derisimlerinde elde edilen
SERS spektrumlari; 0.425 uM (INS fibr), 0.142 uM (INS fibr:3), and 0.0425 uM (INS fibr:10).
(Auy= 830 nm; Lazer glcl 0.3 mW).

Ayni zamanda Ornek hazirlarken fibril veya fitalosiyanin bilegiginin AgNP’ler ile etkilesim
siralamasinin SERS spektrumu tUzerinde bir etkisi olup olmadigi incelendi. Bir 6rnekte AgNP
uzerine dnce insulin fibrili eklenip daha sonra PcHfCI, eklenirken diger 6rnekte dnce PcHfCl»
cOzeltisi eklenip Uzerine insulin fibrili eklendi. Her iki durumda da bantlarin ayni dagilimda
goOzlenmesi ornek hazirlamada siralamanin bir Snemi olmadigini ortaya koydu. Buna karsilik
bantlarin siddetlerinde farkhlik oldugu saptandi. Bant siddetleri ayni mertebede olmakla

beraber 6nce fibril eklenmesi durumunda bant siddetlerinde yaklasik 2 kat artig oldugu
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gézlendi. Iki farkli siralama ile hazirlanan o©rneklerden elde edilen spektrumlarin

karsilastiriimalari Sekil 4.28'de gérulmektedir.
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Sekil 4.28. Farkh sekillerde hazirlanan érnekler ile elde edilen hafniyum fitalosiyanin PcHfCl,
(0.5 uM)-insulin fibril SERS spektrumlari; 6nce insulin fibrili eklenerek hazirlanan 6rnek
(siyah) ve 6nce PcHfCl, eklenerek hazirlanan 6érnek (kirmizi), (Aw= 830 nm; Lazer guci 0.3
mw).

5. SONUGLAR

1. Dort fitalosiyanin bilegiginin metal ile yuzey zenginlegtiriimesi sonucu elde edilen

SERS spektrumlarinda siddet artisinin 10* mertebede oldugu gozlendi.

2. Fibriler insulin eklenmesi ile elde edilen SERS spektrumlarinda, fitalosiyaninlerin bant
siddetlerinde azalma oldugu go6zlendi. Bunun sebebinin fitalosiyanin-fibril
baglanmasindan dolayi fitalosiyanin ile metal arasindaki mesafenin artmasi

olabilecegi disunulda.

3. Klorur atomlar iceren fitalosiyaninlerin SERS spektrumlarinda fibriler insulin
eklenmesi sonucu 1310 cm ! ve 1572 cm™¥deki bantlarinda genisleme oldugu
gozlendi. Fibriler insulin tayininde ilerleyen g¢alismalarda bu bantlardan

faydalanabilinecegi disunalda.
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4. Insilin fibrili Pc-126 ve Pc-127 bilesiklerinin SERS spektrumlari tizerinde farkl etkiler
gosterdi. Pc-126 bilesiginin  SERS spektrumunda kayda deger bir degisiklik
gbzlenmezken, Pc-127 bilesiginin bant konumlarinda ve siddetlerinde farkliliklar
g6zlendi. Bunun Pc-126 ve Pc-127’nin fibriler yapi ile farkli etkilesim mekanizmalarina
sahip olmalarindan kaynaklandigi dusunuldu.

5. Fibril varhdinda elde edilen hafniyum fitalosiyanin PcHfCl. SERS spektrumlarinda
siddetlerin fibril derisimine bagli oldugu godzlendi. En yuksek siddetin go6zlendigi

derisim saptandi.
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Amiloid, gesitli klinik bozukluklarda viicudun birgok doku ve organinda hucreler arasinda
depolanan ve ¢dziinmeyen protein agregatlari olarak tanimlanir. Bu sekilde yapilan genel
tanima karsin aydinlatilan amiloid tlr sayisi ginden gtine artmaktadir. Elimizdeki bilgiler
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hastaligin ilerlemesine bagli olarak élim orani ve riski ylkselen ¢ok ciddi hastaliklara neden
olmalarindandir. Yapilan ¢alismalar amiloidlerdeki fibriler yapilarin kararli oldugunu ve
karakteristik capraz-? konformasyonunda ?-tabakali yapilardan olustuklarini géstermektedir.

Butun amiloid turleri ortak karakteristik 6zellikler gosterse de her amiloid turtinlin baslangic
proteini olan éncull farkhidir. Bu nedenle bu tarz hastaliklarlarda proteinlerden amiloid
fibrillere gidis mekanizmasina etki tedavi arastirmalarinin hedefindedir. N6érodejeneretif
hastaliklarin ilag tedavisi igin gelistirilen yaklasimlar arasinda agregasyonu engelleyen kiguk
molekdllerin kullanimi séz konusudur.

Proje kapsaminda eksensel koordinasyona sahip dort makrosiklik metal bilesiginin insulin
amiloid fibrilleri tayininde SERS probu olarak etkinlikleri incelenmistir. Bilesiklerden tg tanesi
hafniyum bir tanesi ise zirkonyum metal bilesigidir. Hafniyum bilesikleri eksensel ligand olarak
kinolinyum stiril, stiril siyanin ve klorur icermektedir. Zirkonyum bilesigi ise iki tane
betaketoenol ligandi icermektedir. Yapilan ¢alismalar sonucu dort fitalosiyanin bilesiginin
metal ile ylizey zenginlestiriimesi sonucu elde edilen SERS spektrumlarinda da siddet
artisinin 104 mertebede oldugu gézlenmistir. incelenen fitalosiyaninlerden klor{iriir igeren
hafniyum bilesiginin SERS spektrumlarinda fibriler insulin eklenmesi sonucu 1310 cm -1 ve
1572 cm-17?deki bantlarinda genisleme oldugu gézlenmistir. Fibriler insulin tayininde bu
bantlardan faydalanabilinecegi diisintlmektedir. Sinyal artiglarinin insulin fibrilinin derigimine
bagli olarak degisiklik gosterdigi saptanmigtir.
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