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ONSOz

Amiloid, organlarda ve dokularda biriken lif orani ylksek, hlicreye ait olmayan, proteince
zengin kalintilari tanimlamakta kullanilir. insanlarda gériilen 20’den fazla énemli hastaligin
patogenezinde gorulmektedir. Bu hastaliklar Alzheimer hastalgi (AD), Parkinson hastaligi
(PD), Diyabet tip Il ve spongiform encephalopathies (Deli dana hastaligi) gibi hastaligin
ilerlemesine bagh olarak 6lim orani ve riski yukselen ¢ok ciddi hastaliklari icermektedir.
Batun amiloid tarleri ortak karakteristik 6zellikler gosterse de her amiloid tirunun baslangi¢
proteini olan &ncili farkhdir. Oncil proteinlerin  birikmesi amiloid olusumunun ilk
basamagidir. Simdiye kadar amiloid yapilarin tayininde en yaygin kullanilan yéntem bir
benzotiyazol boyasi olan Thioflavin T'nin floresans emisyonunu izlemektir. Thioflavin T
amiloid fibrillere baglandiginda floresans emisyon siddetinde artis gdzlenen ¢ok kullanisli
bir floresan boyasidir. Fakat oncul proteinlerdeki ve amiloid tlrlerindeki artan cesitlilik,
secimli amiloid tayini yontemlerine duyulan acil ihtiyaci beraberinde getirmektedir. Proje
kapsaminda amiloid tayinlerinde kullanilmak Uzere bir tane mono-, alti tane trimetinsiyanin
boyasinin metal genisletilmis floresans (MEF) probu &zellikleri incelenmistir. incelenen
boyalardan monometinsiyanin boyasi ve iki trimetinsiyanin boyasi analitik agidan anlaml

MEF gostermigstir. Yine proje kapsaminda dokuz tane B-ketoenol boyasinin MEF 6zelligi

incelenmistir. ki B-ketoenol boyasinin MEF ézelligi gdsterdigi saptanmigtir.

Bu proje 114Z391 nolu proje olarak TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Katkilarindan

dolay tesekkUrlerimizi sunariz.
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Amiloid, organlarda ve dokularda biriken lif orani ylksek, hlicreye ait olmayan, proteince
zengin kalintilari tanimlamakta kullanilir. insanlarda gériilen 20’den fazla énemli 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 yikselen ¢ok ciddi hastaliklari icermektedir.
Yapilan ¢alismalar amiloidlerdeki fibriler yapilarin kararli oldugunu ve karakteristik capraz-f3
konformasyonunda B-tabakali yapilardan olustuklarini géstermektedir. Butin amiloid turleri
ortak karakteristik 6zellikler gosterse de her amiloid tlrlintn éncul proteini farklidir. Simdiye
kadar amiloid yapilarin tayininde en yaygin kullanilan yéntem bir benzotiyazol boyasi olan
Thioflavin  T'nin  floresans emisyonunu izlemektir. Thioflavin T amiloid fibrillere
baglandiginda floresans emisyon siddetinde artis gdzlenen c¢ok kullanigh bir floresan
boyadir. Fakat &ncul proteinlerdeki ve amiloid tlrlerindeki artan cesitlilik, secimli amiloid

tayin yontemlerine duyulan acil ihtiyaci beraberinde getirmektedir.

Son 20 yilda yluksek-hassasiyetli floresans 6lgcimine dayanan DNA sekans analizi, DNA
fragman analizi, elektroforez ile ayirmalarda floresans jel boyama ve gesitli immunotestleri
iceren bir ¢cok yeni yontemle tanisiimistir. Fakat bu yéntemlerin hepsi kullanilan floroforun
parlakligi ve fotokararlihgi ile sinirlidir. Yeni gelismeler metalik nanopargaciklarin yakinina
yerlestirilen floroforlarin kullanilmasi ile bu sinirlamalarin Ustesinden gelinebilecegini
gOstermektedir. Floroforlarin metalik nanoparcgaciklar ile etkilesiminden floroforun kuantum
veriminde artig, fotokararlilikta iyilesme, rezonans eneriji transferi igin gerekli mesafede artis
ve floresans dmurde kisalma gibi faydah degisiklikler elde edilebilir. Bu 6zellikler metal

genigletilmis floresans (MEF) olarak adlandiriimaktadir.

Proje kapsaminda mono- ve trimetinsiyanin boyalari ile B-ketoenol boyalari olmak tzere iki
grup boyanin amyloid fibril tayininde metal genigletiimis floresans (MEF) probu olarak
kullanilma olasiliklari incelenmigtir. Bir tanesi mono-, alti tanesi trimetin siyanin boyasi
olmak Uzere toplam yedi siyanin boyasinin gimus adacikli yizeyler (SIF) Uzerinde MEF
Ozellikleri incelenmistir. Bu boyalardan monometinsiyanin boyasi olan SH-395 ve
trimetinsiyanin boyalari olan D-51 ve D-151 ile analitik agidan anlamli MEF elde edilmisgtir.

incelenen B-ketoenol boyalarindan ise iki tanesi MEF 6zelligi gdstermistir.

Anahtar kelimeler : Metal gengletilmis floresans (MEF), amiloid fibriller, siyanin boyalari
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ABSTRACT

Amyloid refers to the abnormal fibrous, extracellular, proteinaceous deposits found in
organs and tissues. They have been associated with the pathology of more than 20 serious
human diseases. These diseases include Alzheimer's disease (AD), Parkinson disease
(PD), Diabetes type Il, 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-p conformation.
Despite the all amyloids have common characteristics, their precursor proteins are different.
Up to now the most common method for detection of amyloid structures was the following
the fluorescence emission of benzothiazole dye Thioflavin T. Thioflavin T is a very useful
fluorescent dye exhibits enhanced fluorescence upon binding to amyloid fibrils. But the
increased diversity of the precursor proteins and amyloid types bring the urgent need to
development of the specific amyloid detection methods.

During the last twenty years numerous methods based on high-sensitivity fluorescence
detection have been introduced, including DNA sequencing, DNA fragment analyses,
fluorescence staining of gels following electrophoretic separation, and a variety of
immunoassays. But all these methods are limited by the brightness and photostability of
used fluorophore. These limitations can be bypassed using fluorophores placed near
metallic nanostructures. The interactions of fluorophores with metallic nanostructures can
have a number of useful effects, including increased quantum Yyields, increased
photostability, increased distances for resonance energy transfer, and decreased lifetiems.

These effects are called metal enhanced fluorescence (MEF).

In this project, possibility of using the mono- and trimethinecyanine dyes and -ketonel dyes
as metal enhanced fluorescence (MEF) probe in the determination of amyloid fibrils were
investigated. MEF properties of seven cyanine dyes, one of the mono-, six of them
trimethinecyanine, were investigated on silver island films (SIF). The MEF results obtained
from monomethinecyanine dye SH-395 and trimethinecyanine dyes D-51 and D-151 were

meaningful in analytical manner. The two of the -ketoenol dyes showed MEF property.

Keywords: Metal enhanced fluorescence (MEF),amyloid fibrils, cyanine dyes
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1. GIRIS

19. yuzyilin ortalarinda 6nce Schleiden daha sonra Virchow tarafindan ortaya atilan amiloid
terimi, 6zellikle son vyillarda bilim dinyasinda énemli bir arastirma konusu haline gelmistir.
Bunun slphesiz en 6nemli sebebi, Alzheimer hastalidi (AD), tip Il diyabet, Parkinson
hastali§i ve spongiform encephalopathies (deli dana hastaligi) gibi ginimuzin en yaygin
hastaliklarinda amiloid patogenezinin gortliiyor olmasidir. ilk olarak bir otopside karacigerde
gbzlenen iyot ile boyanmis pargaciklarin adlandiriimasinda kullanilan amiloid terimi gesitli
klinik bozukluklarda vicudun birgok doku ve organinda hlcreler arasinda depolanan ve
¢dzinmeyen protein agregatlarini tanimlamaktadir. Kati, dallanma gdstermeyen ve belirli bir
uzunlugu olmayan fibrillerden olusan amiloid, proteolitik sindirime diren¢li ve kolay
cbzulemeyen bir yapidir. Amiloid yapilarin ¢6zinmez olmalari yani sira fibrillerin beta
tabakasi olusturarak uzamasi bir diger karakteristik 6zelligidir. Amiloid olusumu gergeklesen
dokuda, hucreler arasi iletisimin bozulmasindan dolayi, hiicre élimu artmakta ve sonugta

doku (ya da organ) islev géremez hale gelmektedir.

Amiloid fibril tayininde bir benzotiyazol boyasi olan Thioflavin T'nin evrensel prob haline
geldigi gorulmektedir. Bu boya fibril yapilara baglandigi zaman boyanin floresans gsiddetinde
artis, emisyon bandinda ise spektral kayma gdzlenmektedir. Dogal proteine baglanmasi
durumunda bu degisiklikler gdézlenmemektedir. Thioflavin T'nin yaygin kullanimina kargin
nicel amiloid tayininde tutarsiz ve yanlis sonuglar verdigi saptanmistir. Bu gercege ragmen
literatirde daha iyi sonuglar veren testler bulunamadigindan Thio T amiloid protein
olusumunun habercisi olarak kullaniimaya devam edilmigstir. Siyanin boyalari biyomolekdllerin
tayininde oldukga etkin ve yaygin kullanilan bir gruptur. Bu boyalar Ozellikle homojen
analizlerde c¢ok Ozel karakteristikleri ile 6ne ¢ikmaktadir. Yarmoluk arastirma grubu
tarafindan yapilan c¢alismalar siyanin boyalarinin amiloid fibril tani ve tayininde 6nemli

olacagini gostermistir.

Biyolojik arastirmalarin gogunun temelini olusturan ve 1950’li yillarda biyokimya alanina giren
floresans uygulamalar ve prensipleri buyuk gelismeler gostermistir. Bu yeniliklerden biri
olarak metalik yuzeylerin floresans analizlerde kullanimi olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Metal
genigletiimis floresans klasik floresansa goére farkli yonleri ile dikkat ¢cekmektedir. Klasik
floresansda Ornek hakkinda bilgi genellikle floroforun bir sonddricu ile garpigsmasi k, ve

floresans rezonans enerji aktarimi ky (FRET) sonucu i1simasiz gegis hizinda k, meydana

1



gelen degigsimden elde edilir. k; veya ky degisimi floroforlarin emisyon siddetlerinde ve
Omdurlerinde degisime neden olur. MEF ise metal nanoparcaciklara (NP) yakin bolgelerde
lokalize yuzey plazmon rezonans (LSPR) ile 1simanin bdlgesel genigletiimesi temeline
dayanmaktadir. MEF’da floroforun parlakhdr ve émri klasik floresans ydntemlerden farkh
olarak ayni zamanda isimali gecis hizina [’ da baghdir. Siyanin boyalarinin amiloid fibril
tayininde kullaniima olasiliklarini MEF’in avantajlari ile birlestirerek bircok ndrodejeneretif
hastaligin patojeni olan amiloid fibriller icin MEF problar gelistirmek bu projenin amacini

olusturmustur.

2. GENEL BILGILER

Amiloid, organlarda ve dokularda biriken lif orani ylksek, hiicreye ait olmayan, proteince
zengin kalintilari tanimlamakta kullanilir. insanlarda gériilen 20’den fazla énemli hastalgin
patogenezinde gorulmektedir. Bu hastaliklar Alzheimer Hastaligi (AD), Parkinson hastahgi
(PD), Diyabet tip 1l ve spongiform encephalopathies (Deli dana hastalii) gibi hastaligin
ilerlemesine bagh olarak 6lim orani ve riski yukselen c¢ok ciddi hastaliklari igermektedir
(Rambaran, 2008; Tagkiran, 2000). Yapilan ¢alismalar amiloidlerdeki fibriler yapilarin kararli
oldugunu ve karakteristik capraz-f konformasyonunda [-tabakali yapilardan olustuklarini
gostermektedir. Butlin amiloid trleri ortak karakteristik 6zellikler gosterse de her amiloid
tiriinin  éncul proteini farkhdir. Oncll proteinlerin  birikmesi amiloid olusumunun ilk
basamagidir. Simdiye kadar amiloid yapilarin tayininde en yaygin kullanilan yontem bir
benzotiyazol boyasi olan Thioflavin T’nin floresans emisyonunu izlemektir. Thioflavin T
amiloid fibrillere baglandidinda floresans emisyon siddetinde artis goézlenen ¢ok kullaniglh bir
floresan boyasidir. Fakat 6ncull proteinlerdeki ve amiloid tirlerindeki artan gesitlilik, segimli
amiloid tayini yontemlerine duyulan acil ihtiyaci beraberinde getirmektedir (Sipe, 2000;
Merlini, 2003).

ilk olarak bir otopside karacijerde gbdzlenen iyot ile boyanmis parcaciklarin
adlandiriimasinda kullanilan amiloid terimi gesitli klinik bozukluklarda viicudun birgok doku ve
organinda hucreler arasinda depolanmaktadir. Kati, dallanma godstermeyen ve belirli bir
uzunlugu olmayan fibrillerden olusan amiloid, proteolitik sindirime direngli ve kolay
¢dzlilemeyen bir yapidir (Sipe, 2000). Yapilan incelemeler amiloidler ile Kongo Kirmizisi
arasinda sec¢imli bir baglanma oldugunu ve polarize 1sik altinda mikroskopta elma yesili
renginde gorulduklerini ortaya koymustur. Tum amiloid tiplerinde gérulen bu karakteristik
Ozellik amiloidin histopatolojik olarak tanisinda kullaniimaktadir. Amiloid yapilarin ¢éziinmez
2



olmalari yani sira fibrillerin beta tabakasi olusturarak uzamasi bir diger karakteristik
Ozelligidir. Amiloid olusumu gergeklesen dokuda, hicreler arasi iletisimin bozulmasindan
dolayi, hucre 6lumu artmakta ve sonucta doku (ya da organ) islev géremez hale gelmektedir
(Tagkiran, 2007; Merlini, 2003).

Bir seri hasarli dokudan elde edilmis amiloid fibrillerdeki proteinlerin amino asit icerikleri ve
sekans analizleri her bir amiloid hastaliin belirli bir protein veya peptit ile iligkili oldugunu
ortaya koymustur. Amiloid proteinleri, depolandiklari doku, organlar ve hastaliga gore farkhlik
go6stermektedir. Amiloid tipleri, yapi itibariyle birbirine benzese de dnclil proteinleri birbirinden
farklidir. Ornegin Alzheimer’s hastali§ina amiloid beta (AB) (Chaudhuri, 2006), tip Il diyabete
amilin (IAPP) (Glenner, 1984), Parkinson hastaligina a-synuclein (Cooper, 1987) ve memeli
prion hastaligina ise prion protein (PrP) (Spillantini, 1997) sebep olmaktadir. Onciil proteinin
birikimi amiloid olusumunu baslatan ilk basamaktir. Ayni amiloid éncull proteinleri bir araya
gelerek amiloid fibrillerini olusturur (Prusiner, 1982). Bu nedenle farkli amiloid tiplerinin
icerdigi proteinler birbirinden farklidir. insan hastaliklarinda yaygin olarak gériilen bazi

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

Tablo 1. Amiloid proteinleri ve onciilleri

Amiloid  Onciil Protein Yayilim Tip Hastalik veya goriildigli
proteini doku

AB APP (AB protein dnculu) Lokalize Kazanilmig,kalitimsal  Alzheimer hastaligi

APrP Prion proteini LokalizeO Kazaniimig,kalitimsal  Creutzfeldt-jakob hastalgi
ABri ABri protein 6nculu Lokalize Kalitimsal ingiliz ailesel demansi

ACys Sistatin C Lokalize Kaltimsal Kalitimsal serebral amiloidd
AB2M Beta2-mikroglobulin Lokalize,Sistemik ~ Kazanilmig Ronik hemodiyaliz

AL Immunoglobulin hafif zincirleri Lokalize,Sistemik  Kazanilmig Miyeloma iligkili primer amiloid
AA Serum amiloid A Sistemik Kazanilmis Sekonder amiloid inflamasyon
ATTR Transtiremin Sistemik Kazaniimig,kalitimsal  Ailesel amiloid polindropati
AApOADO  Apolipoprotein A-l Sistemik Kalitimsal Karaciger,bobrek,kalp
AApoAll  Apolipoprotein A-II Sistemik Kalitimsal Bobrek,kalp

AGel Gelsolin SisOemik Kalitimsal Fin kalitsal amiloidoz

AFiO Fibrinojen Aa zinciri Sistemik Kaltimsal Bdbrek

in vitro ortamda hemen hemen biitiin proteinlerden gevre sartlari degistirilerek amiloid elde
edlebilmektedir. Ancak in vivo ortamda amiloid gelisimi bu kadar kolay gergeklesmemektedir.
2008 yilina kadar 20'den fazla plazma proteininin amiloid olusturdugu belirlenmigtir
(Westermark, 2005). Amiloid Oonculu proteinlerin konsantrasyonu arttiginda veya bu
proteinleri kodlayan genlerdeki bir mutasyon ya da polimorfizm sonucunda sentezlenen 6ncul

proteinlerin proteazlar tarafindan yeterince yikilamamasi sonucunda amiloid yapisini

3



olusturacak olan amiloid proteinleri meydana gelmektedir. Bu proteinler kararsiz yapida olup,
cevresel faktorlerin etkisiyle (sicaklik, pH, metal iyonlari, okside edici ajanlar gibi) beta
tabakas! yapisi kazanmaktadir. Beta tabakasi olusturan proteinler biraraya gelerek fibril
oncull agregatlar olusturur. Bu asamaya c¢ekirdek fazi da denilmektedir. Amiloid ¢ekirdegi
veya protofibril olarak tanimlanan bu yapilarin, hdcreleri apopitozise ydnlendirdigi
dusundlmektedir. Amiloid uzamasi bu asamanin devaminda goriimektedir. Amiloid
agregatlarinin biyokimyasal analizi sonucunda fibrillerin yani sira serum amiloid protein
(SAP) ve pretoglikanlarinda bulundugu ortaya ¢ikmistir. Glikozaminoglikanlarin tim amiloid
tiplerinde bulundugu ve amiloid proteinlerini biraraya getirdikleri, SAP’inin ise amiloidleri
kararli hale getirdigi dusunulmektedir (Hawkins, 1988; La Spada, 1991). Hucreler arasi
bblgede biriken amiloid proteinleri, fibril dncillerine hizla katilarak uzama fazini strdirir. Son
olarak fibrillere, fibriler yapida olmayan serum amiloid proteininin (SAP) katiimayla ¢éziinmez

yapidaki amiloid olusmaktadir. Amiloid fibrillerin olusum semasi Sekil 1’de gorulmektedir.
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Sekil 1. Amiloid fibrillerin olusumu

Muhtemelen en iyi aydinlatilmis fibril yapisi Alzheimer'da olusan AR proteinidir. NMR ve
taramali electron miksroskobu (TEM) ile yapilan analizler AB(1-40) tarafindan olusturulan
cesitli yapilar oldugunu gdstermistir (Chan, 2011; Tycka, 2011; Petkova, 2002; Sachse,

2008). In vitro fibril eldesinde, fibril morfolojisi ve subunit peptit yapisinin inkibasyon



sartlarina bagh oldugu ve belirgin heterojen 6zelliklerini hem TEM hem NMR analizleri ile

ortaya cikartiimistir. Sekil 2’de AB(1-40) fibrillerine bir drnek gorulmektedir.

Sekil 2. AB(1-40) fibrillerinin yapisal modeli

1982 yilinda Prusiner prion hipotezini ortaya atmistir. Bu hipotez enfekte olmus bir protein
parcasinin koyunlarda scrapie’'ye (kalici nérodejeneretif hastalik) neden oldugunu
aciklamaktadir (Prusiner, 1982). Bu protein amiloidojenik olmakla beraber infektif olmasi
yonu ile diger amiloid olusturan proteinlerden farklidir ve prion olarak adlandiriimistir (Walsh,
2011). 2 yil sonra, Alzheimer’li beyin bdlgesindeki amiloid plaklarin olusumundan sorumlu
peptit, AB, biyokimyasal olarak teshis edilerek karakterize edilmistir. 1986 yilinda ise
ingiltere’de biiyilkk bas hayvanlarda gérilen yikici salgin nedeniyle gozler tekrar priona
cevrilmistir. Bu hayvanlar Bovine spongiform encephalopathy (BSE) nedeni ile dliyordu ve
bunun koyunlarda goérulen bir prion hastaligi olan Scarpie ile baglanti olduguna inaniliyordu.
10 yil sonra 6limcil bir nérodejeneretif prion hastaligi insanlar arasinda aniden yayilmaya
baslamistir. Creutzfeldt- Jacob hastahgir (vCJD) olarak adlandirilan bu yeni hastalikta
prionlarin bir tirden digerine bulasma sekli BSE ajanlar ile benzerligini agik¢a ortaya

koymus ve insanlar i¢cin kabus baglamistir.

Prion proteini (PrP), koyunlarda scrapie, buylk bas hayvanlarda BSE ve insanlarda CJD gibi
nérodejeneretif prion hastaliklarinin en blylk etken maddesidir. Protein; monomerik,
hicresel primer heliks formlu yapiyr (PrPC) blyidk miktarda B-yapisi igceren infektif,
oligomerik scrapie forma (PrPSc) doénusturtr. PrP ile amino asit dizilimi farkli fakat fibriler
icerik, infektif olma 6zelligi gibi ortak 6zellikleri paylasan biir ka¢ fungal prion protein vardir.

Amiloid proteinlerden elde edilen fibriller ile bazi ortak 6zellikleri olmasina ragmen aralarinda
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bazi garpici farkliliklar vardir. Ornegin, fungal Het-S prion protein yapisi kati hal NMR ile
aydinlatildiginda amyloidlerin tipik capraz-p istiflenmesi yerine selonoid merdiveninin her
basamaginda 2 protein molekulu iceren B-selonoid yapida olduklari gozlenmigtir (Wasmer,
2008). insan ve maya sistemlerindeki prion proteinlerden elde edilen yapilar Sekil 3'de
gorilmektedir. Buna karsilik in vitro ortamda PrP’den elde edilen maya prion proteinler Ure2
(Baxa, 2007) ve Sup35 (Shewmaker, 2006) amiloid fibriller benzeri paralel 8 tabakal yapilar
go6stermektedir. Enfekte olmus beyinden elde edilen PrP’nin infektif formu olan PrPSc’nin
elektron kristolografi ile elde edilen yapisinda ise in vitro ortamda elde edilen amiloid
fibrillerden farkli fakat Het-S ile benzer [B-heliks veya B-solenoid yapilar gézlenmistir
(Govaerts, 2004). Gun gectikge ortaya cikan yeni yapilar tehlikenin buydkligune isaret

etmektedir.

>

=

Sekil 3. insan ve maya sistemlerindeki prion proteinlerden elde edilen yapilar. (A) PrP’den
elde edilen pararlel B-tabaka yapidaki amyloid fibriller. (B) Enfekte olmus dokudan alinan

insan PrP’inin olusturdugu B-heliks yapi. (C) Kati hal NMR ile elde edilen Het-S prion yapisi.

Son 25 yilda genomik, preotomik, biyomUhendislik, tibbi teshis ve mikrobiyoloji gibi temel ve
uygulamali canli bilimindeki floresans uygulamalarda goérilen patlama arastirmalarin yoéninu
bu alana cevirmigtir. Floresans temelli yontemler biyoloji ve biyomedikal uygulamalarda
karsilasilan sorunlarin hizla bagvuru adresi haline gelmektedir (Nardo, 2012; Nord, 2014).
GunUimuzde sik kullanilan floresans yontemlere biyomolekdller icin kullanilan testler,
metabolik enzimler, DNA sekans analizi ve dokularda DNA ve/veya RNA sekans analizleri
icin floresans hibritlesme (FISH) yontemleri 6rnek gdsterilebilir (Gines, 2014; Zhang, 2014).

Biyoloji ve tipta bu baglamdaki gelismeler floresans ol¢cimlerin kapasitesi ile orantili
6



gérinmektedir. Ornegin birgok klinik testin hassasiyeti analitin otofloresansi ile, tek-molekil
tayini floroforun kararliligi ve parlakhigi ile, hiicre gérintilerinin ¢6zUnUrligu ise kullanilan
IsSimanin yari dalgaboyu ile sinirhdir (Mughal, 2014). Yakin ge¢miste yapilan calismalar
floresans ve metalik nanoparcaciklarin birlesiminin, floresans teknolojisinde temel

degisikliklere yol acacagi ve kapasitelerini arttiracagi umudunu vermektedir.

Lakowicz arastirma laboratuvarinda yapilan ¢alismalar sonucunda ilk olarak isimal gegis
muhendisligi (RDE) ve metal genisletiimis floresans (MEF) kavramlari ile tanisiimigtir.
Bundan 6nce yapilan ¢alismalarin hemen hepsinde floresansin kullanimi fotonlarin her yone
izotropik emisyonlarinin élcimiine dayanmaktadir (Lakowicz, 2006). Ornek hakkinda bilgi
genellikle floroforun bir séndurtcu ile garpigsmasi k, ve floresans rezonans enerji aktarimi kr
(FRET) sonucu 1simasiz gegis hizinda k,, meydana gelen degisimden elde edilmektedir. Kk,
veya kr degisimi floroforlarin emisyon siddetlerinde ve Omirlerinde degisime neden
olmaktadir. MEF ise metal nanoparcaciklara (NP) yakin bélgelerde lokalize ylizey plazmon
rezonans (LSPR) ile 1simanin bolgesel genisletimesi temeline dayanmaktadir. MEF’da
floroforun parlakhgi ve 6mri klasik floresans yontemlerden farkli olarak ayni zamanda isimali

gecis hizina I’ da baghdir.

Metalik parcaciklara baktigimiz zaman flororlardan 10° kat daha bilyiik kesit yiizeylerine ve
ekstinksiyon katsayisina sahip olduklari gértlmektedir (Ygerabide, 1998; Yguerabide, 1998).
Genis kesit yulzeylerine sahip olmalari metalik parcaciklari biyolojik gdérintileme ve
Olcimlerde kiymetli problar sinifina dahil etmektedir. Bu 6zellik metalik pargaciklar ile
etkilesimlerin, boya agregasyonu mekanizmalarinin veya c¢esitli biyomolekillerin
etkilesimlerinin yilksek floresans verimi ile ¢alisiimasina olanak saglar (Zhang, 2013;
Lakowicz, 2001; Gryczynski, 2006). Metal parcaciklarin yakininda bulunan floroforlarin
kullanimi bu floroforlara metal pargalarinin blyuk ekstinksiyon katsayilarindan faydalanma
sansi vermektedir (Sokolov, 2003; Schultz, 2000). Isimaya maruz kaldiklarinda kolloidlerin
etrafinda elektrik alanlari yogunlagsmaktadir. Bu bolgesel alanlar metallerin yakinindaki
florforlarin ekstinksiyon katsayilarinda artisa neden olur. Ayni zamanda daha énemli bir etki
g6zlenmektedir. Uyarilmis enerji diuzeyindeki florofor metal pargaciklar ile plazmon
olusturmak Uzere etkilesime girebilir ve florofor bazli plazmonlar gdézlenebilir emisyon
verebilir. Bu emisyon floresans dmurlerinde azalmaya neden olacak kadar hizlidir. Gézlenen
emisyon spektrumu, floroforun emisyon spektrumu ile ayni kalir. Floresans emisyon
spektrumunda degisiklik meydana gelmemesinden dolayi hangi turin emisyon yaptigi tam

olarak anlasilamamaktadir. Plazmon gegis slrelerinin yaklasik 50 fs olmasi ve gdzlenen
7



floresans dmdarlerinin kisalmasi metalin emisyon yaptigini digtindirmektedir (Pelton, 2006).
Buna karsin emisyon spektrumunun floroforunki ile ayni kalmasi floroforun emisyon yaptigini
dusundurmektedir. Bu durumda en iyi yaklagsim florofor-metal kompleksinin emisyon yapan
tir oldugunu varsaymaktir. Emisyon spektrumu hem floroforun hem metalin &zelliklerini

barindirmaktadir. Bu bilgilerin 1s1§inda emisyon yapan tur plazmofor olarak adlandiriimigtir.

Plazmoforun emisyon yaptigi dusunulduginde metallerin etkisi florofor yoninden
aciklanabilmektedir. Kuantum verimi (®) ve floresans émri (1) klasik floresans deneylerinde
de I1simasiz gegis hizindaki degisiklikler nedeni ile artip azalmaktadir. Fakat bu iki
parametredeki degisiklik MEF’dan farkli olarak her zaman ayni yonli gdézlenmektedir.
Plazmofor emisyonunun &zellikleri, floresans siddetinde blyik artis, floresans omrinde
kisalma ve fotokararlilikta iyilesme olarak 6zetlenebilir. Sekil 4’de bu yaklasimi agiklamakta

kullanilan MEF igin diizenlenmis Jablonski diyagrami gorilmektedir (Lakowicz, 2008).

E— — - ' '\\F
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Sekil 4. Metal florofor etkilesimlerini iceren modifiye Jablonski diyagrami

Klasik floresansa gére MEF’da gdzlenen farkliliklarin sebebi kuantum verimi (1) ve floresans

Omrunu (2) tanimlayan esitlikler incelendiginde daha kolay anlagiimaktadir.
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®, ve [y floroforun kuantum verimini ve floresans émrind simgelemektedir. " isimali gegis
hizini, k. ise 1s1imasiz gegis hizini géstermektedir. Metalik pargacigin yakininda bulunan bir

floroforu ele aldigimizda esitlikler asagidaki sekilde degisecektir (Lakowicz, 2006).
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Esitlikler metal parcaciklarin varliginda floroforlarin kuantum verimleri (3) yikselirken neden
floresans omurlerinin (4) kisaldigint agikca gostermektedir. Metal pargaciklara yakin

floroforlar Sekil 5’degosterildigi gibi dusunebiliriz.

hy*22.,
- -
% I
Metal

Sekil 5. Metalik ylizey yakininda bulunan florofor

Matveeva ve calisma grubu kardiyak isaretleyici myoglobin (Myo) tayini icin metal
genisletilmis floresans kullanarak bir sandvig-tipi immunotest gelistirmistir. Calismalarinda
MEF icin anti-Myo antibadiler ile etiketlenmis gtiimus filmlerini (SIF) kullanmislardir. Sistemin
control grubu olarak kuartz tzerinde o6lgimler tekrarlanmistir. SIF Uzerinde gergeklestirilen
deneylerde floresans emisyon siddetinde 10-15 kat artis ile beraber fotokararlilikta artisda
gbzlenmistir. Sonuglar myoglobinin 50 ng/ml'nin altindaki derisimlerde tayin edilebilecegini
gbstermektedir. SIF ylzeylerinin homojenligi arttirilabilirse daha verimli sonuglar elde
edilebilecedi belirtimektedir (Matveeva, 2005).

Zhang ve calisma grubu tek molekdil floresans mikroskopisi ile hiicre gortnttleme igin avidin-
bagh gumis parcaciklar gelistirmistir. Calismada Cy-5-avidin baglh gumus nanopargaciklar
kullaniimigtir. Metal- serbest avidin sistemlerine goére metal-avidin kompleksi daha siddetli
floresans emisyonu, daha kisa floresans émru ve daha iyi fotokararlilik gostermistir. Taramal
konfokal mikroskop ile elde edilen goéruntilerde avidin-metal kompleksinin PM1 hicre
gizgilerinin biotin- kisimlari ile konjuge oldugu gorilmustur. Hicre ylzeyine baglanan avidin-
metal komplekslerinin izole emisyon noktalari gosterdigi fark edilmistir. Hlcre goérintulerinde
baglanan avidin-metal kompleks sayisi arttikgca emisyonun arttidi, floresans Omrinin
azaldigi gézlenmistir. Avidin-metal kompleksinin miktari ile emisyon siddeti veya floresans

Omrl arasindaki oran kullanilarak antitatif bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bu egri
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kullanilarak hicre yuzeylerindeki hedef molekullerin tayinine olanak saglayacak ydntemler

gelistirilebilecegi sdylenmektedir (Zhang, 2009).

Volkava ve grubu tarafindan 2007 yilinda amyloid yapilar i¢in floresan prob arastirmasi
mono-, tri-, penta- ve benzotiyazol heptametinsiyanin boyalarinin B-laktoglobdlin fibrillerinin
tayininde etkin oldugunu ortaya koymustur. Boyalarin protein agreagatlarina baglanabilme
Ozelliklerinin boyalarin kimyasal yapisi ile degistigi gézlenmigtir. Hetero halkali yapilarinda
amino gruplari ile mezo-dallanmis siyaninlerin, dallanma godstermeyen boyalara gére BLG
fibrillerine baglanma egilimi oldugu ve protein agragatlarinin varliginda floresans
sinyallerinde 6nemli ylikselme oldugu gézlenmistir. Benzimidazol pentametinsiyanin boyalari
ile ise hem dogal protein varliginda hem de fibriller varliginda floresans emisyonunda artis
elde edilmistir. Trimetinsiyanin T-49 ve SH-516 boyalarinin ise secimli olarak BLG fibrilleri
varliginda floresans emisyon siddetleri ylkselmistir. Calisma sonucunda bu boyalarin BLG
agregatlarina en az Thioflavin T kadar secimli ve hassas olduklari gézlenmistir (Volkova,
2007).

Thioflavin T amiloid yapilarin tayininde en yaygin kullanilan floresan boyalardan biridir
(Glenner, 1980; Naiki, 1989; LeVine, 1993). Bu boya fibril yapilara baglandigi zaman
boyanin floresans siddetinde artis, emisyon bandinda ise spektral kayma g&zlenmektedir.
Dogal proteine baglanmasi durumunda bu degisiklikler gézlenmemektedir. Thioflavin T’nin
yaygin kullanimina karsin nicel amiloid tayininde tutarsiz ve yanlis sonuglar verdigi
saptanmistir. Bu gercege ragmen literatirde daha iyi sonuglar veren testler
bulunamadigindan Thio T amiloid protein olusumunun habercisi olarak kullaniimaya devam
edilmistir (Hawe, 2008; Masuda, 2006). Yarmoluk arastirma grubu alfa-synuclein amiloidinin
(ASN) nicel tayini icin Thioflavin T’ye alternatif olarak siyanin boyalarindan mono (T-284) ve
trimetinsiyanin (SH-516) boyalarini 6énermektedir. Floresans spektroskopisi ve AFM ile
yapilan ¢alismalarda T-284 ve SH-516 boyalarinin wild-type ASN fibrillerinin nicel tayinine
1,5-20 mg/ml derigsim araliginda cevap verdigi gdzlenmigstir. Her iki boyaninda ASN tirlerinin
(wild-tip ve mutant A30P, A53T) in vitro ortamda fibriler yapiya gegcisini takipte Thioflavin
T’den daha iyi ve daha kararli oldugu saptanmigtir. En 6nemli noktalardan biri ise T-284 ve
SH-516 siyanin boyalarinin ¢esitli amino asit bilesimindeki amiloid proteinlerini segimli olarak
tayin edebilmesidir. T-284 wild-tip ve A53T ASN’e kismi segicilik gosterirken SH 156’nin ise
lysozyme digindaki protein fibrillerine yaklasik ayni cevabi verdidi gézlenmistir (Volkova,
2009).
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Lee ve grup arkadaslari a-synuclein fibrillesme surecininin surekli analizi i¢in JC-1 (5,5’-,6,6’-
tetrachloro-1,1,3,3 -tetraetilbenzimidazol karbosiyanin iyoddr) kullanimini énermigtir. JC-1
delokalize pozitif yuke sahip bir karbosiyanin boyasidir. Bilesik mitokondriyal tamamlanma
icin  membran-potansiyel-bagimli  ajan olarak kullaniimaktadir. JC-1 secimli olarak
mitokondriyal matrikste depolanir ve karbosiyaninlerin multimerizasyonu sonucu J
agregatlara donusdr (Smiley, 1991). Monomerik JC-1 527 nm’de yesil floresans emisyonu
yaparken J agregatlar 590 nm’de kirmizi 1sik emisyonu yapar. Farkli yollarla elde edilmis
alfa-synuclein fibrilleri variginda JC-1 probunun floresans sinyalleri kaydedilmistir. Ayni
zamanda Thioflavin T ile JC-1 arasindaki FRET (floresans rezonans enerji aktarimi)
calismalari da alfa-synuclein amiloid fibrillerinin olusumunu izlemede kullaniimistir.
Calismanin bitlini JC-1 floresan probunun in vitro ortamlarda fibril olusum mekanizmalari
icin gucld ve kullanigh bir prob oldugunu gostermistir. Calisma Parkinson hastalginin
molekuler sebebini ve anlama ve tedavisi icin strateji gelistirme yolunda yapilan ¢alismalar

arasinda yer almaktadir (Lee, 2009).

Tobar ve grubu amiloid fibrillerin tayininde neredeyse evrensel prob haline gelmis olan
Thioflavin  T'nin  glmuds nanoparcaciklar Uzerine adsorpsiyonunu ve tayinini ylzey
genisletiimis Raman spektroskopisi (SERS) ile incelemistir. Thioflavin T'nin bir¢cok spektral
yontem ile yapisi ve davraniglari incelenmis olmasina ragmen titresim karakterizyonu 2013
yihinda yapilan bu ¢alismaya kadar yapilmamistir. SERS ¢ok disik derisimlerde ¢alismaya
olanak saglamasi nedeni ile olduk¢ga 6nemli yéntemler arasindadir. Calisma prensibi olarak
MEF’a benzer olmasi nedeni ile bu iki yontem birbirinin alternatifi kabul edilebilir. Calismanin
amaci Thioflavin T'nin ¢ok dusik derisimlerinde 6zellikle amiloid fibrillerin tayinine olanak
saglayacak biyolojik uygulamalarini gelistirmektir Thioflavin T’nin metalik ylzeylere kuvvetle
adsorbe oldugu ve yilzeye tutunmus boya molekillerinin ¢ozelti igerisindeki serbest boya
molekdulleri ile ayni yapida oldugu gézlenmistir. Thioflavin T icin SERS ylzeylerindeki tayin
limiti 442 nm’de 10 M olarak bulunmustur (Lopez-Tobar, 2013).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Reaktif ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

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

olup ileri saflagtirma yapilmadan kullaniidi.

= 1x10 M'lik siyanin ve B-ketoenol ¢dzeltileri DMF igerisinde hazirland.

= Monomerik veya fibriler proteinlerin ¢ozeltileri 0.1 M HCI igerisinde hazirlandi.

= Calisma cozeltileri 50 mM Tris-HCI tampon c¢ozeltisi (pH 7.9) icersinde seyreltilerek
kullanildi.

= Calisma ¢ozeltilerinde boya derisimleri 100 uM olarak kullanildi.

= insulin ve lisozim fibril derisimleri sirasi ile 34 uM ve 80 uM olarak kullanild.

= Calisma yuzeylerini PVP ile kaplamada sulu %1’lik PVP ¢ozeltisi kullanildi.

3.2. Kullanilan cihazlar

= Floresans calismalar bu proje kapsaminda alinan Edinburgh FS-5 spekroflorimetre ile
yurataldu. Fluoracle programi iceren, 150 watt ksenon lamba 1sik kaynakli cihaz ile
tum calismalarda PMT voltaji 700 V olarak ayarlandi.

= UV absorpsiyon olgimleri yine Edinburgh FS-5 spekroflorimetrenin absorpsiyon
Olgme 0Ozelliginden faydalanilarak dlgulmustur.

= pH dlguimleri Ohaus (Starter 3100) pH’'metre ile kaydedildi.

®  Sentezlenen kolloidal nanopartikuller (AgNP) ve gimus adacikh filmler (SIF) AFM, SEM
ve UV-Vis spektroskopileri ile karakterize edildi.

3.3. Gumiis nanopartikiillerin (AgNP) ve glimiis adacikli fimlerin (SIF) eldesi

3.3.1. Lee - Meisel protokolii ile AgNP eldesi: Bu yontem giimus katyonlarinin sitrat ile
indirgenmesine daymaktadir. AgNP’lerin eldesi icin 50 ml, 1x10° M AgNO; kaynama
noktasina kadar isitilirak Gzerine 10 ml, 1% trisodyum sitrat (C¢HsO;Nas) ¢ozeltisi eklendi. 1

saat kaynatildiktan sonra soJumaya birakilan ¢ozelti daha sonra santrifijlenerek
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cOzeltisinden ayrildi (Lee, 1982). Ayirma igleminin ardindan 2 kez deiyonize su ile yikanarak

sulu stspansiyon halinde karanlikta muhafaza edildi.

3.3.2. Formaldehit indirgemesi ile AgNP eldesi: Bu yéntemde koruyucu olarak PVP,
indirgeme ajani olarak da formaldehit kullaniimaktadir. PVP, AgNOj; ve reaksiyonu baglatmak
icin kullanilan NH; ¢ozeltilerinin derisimleri tanecik buydkligine etki etmektedir. Sicaklik ise
tanecik buyukligune etki eden bir diger parametredir. Bu yontemde 50 mL su icerisinde
¢ozilen PVP ve AgNO; tizerine 1 mL, % 37’lik CH,O eklenir ve son olarak % 28’lik NH; ilave
edilerek reaksiyon baslatilir. Karisim 30 dakika farkli sicakliklarda karistirilarak reaksiyon
tamamlanir (Liu, 2011). Bu yontem ile elde edilen cesitli blyUklikteki AgNP’lar ve kullanilan

protokoller asagida verilmistir.

Protokol 1: 50 mL, 0.2 - 0.5 mM AgNO; Gzerine 5 mL, %0.25’lik PVP, 1 mL Formaldehit ve
0.6 mL, % 28’lik NH3 ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 30 dk karistirildi.

Protokol 2: 50 mL, 2.5 mM AgNOs; tzerine 5 mL, %1’lik PVP, 1 mL Formaldehit ve 2.4 mL %
28’lik NH; ¢ozeltisi eklenerek 30 ve 40°C’de 30 dk karistirildi. Daha buylik AgNP eldesi igin
ise sicaklik 60 °C’ye c¢ikarilirken NHs; miktari da 12 mL olarak degistirildi.

3.3.3. NaBH4 indirgemesi ile AQNP eldesi: Bu yontemde degisen derisimlerde AQNO;
¢cozeltisinden NaBH, indirgenmesi ile AgNP eldesi gergeklestirildi. Koruyucu olarak PVA
kullanildi. Reaksiyon oda sicakliginda gergeklestirildi (Bacero, 2015).

3.3.4. Askorbik asit indirgemesi ile AgNP eldesi: Bu yontemde 3 mM AgNO; ¢ozeltisinde
bulunan gimdus iyonlarinin molar orani AgNO3/CsHgOe= 1.2 olacak sekilde hazirlanan
askorbik asit ¢ozeltisi ile indirgenmesine dayanmaktadir. Koruyucu olarak 5 mL %7’lik
PVP¢Ozeltisi kullanilan yontemde reaktif surekli karigstirma ortaminda damla damla eklenir.

Oda sicakhginda 1 saat karistirilarak rekasiyon tamamlanir (Zeilinska, 2009).

3.3.5. Gumus Adacikl filmlerin (SIF) eldesi: Calismamizda kolloidal yapidaki AgNP’lere
alternatif olarak gumuas adacikh filmler (SIF) hazirlanmistir. Literatirde oldukga yaygin
kulanilan SIF ylUzeyler Aslan ve ark (Aslan, 2005) tarafindan kullanilan protokole goére

hazirlanmistir.
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Protokol: 50 mM, 60 mL AgNO; ¢ozeltisi Uzerine kahverengi renk gdzleninceye kadar damla
damla %5’lik NaOH ¢dzeltisi eklendi. Olusan ¢dkelek tzerine %30‘luk NaOH ¢dzeltisinden
yaklasik 1.5 mL damla damla ¢dzelti berraklagincaya kadar ilave edildi. Reaksiyonlar surekli
karistirma ortaminda gergeklestirildi. Coézelti 5 dk buz banyosunda yaklasik 5 °C’ya kadar
sogutulduktan sonra karisima 720 mg, 15 mL glukoz ¢ozeltisi eklendi. Renk degisiminin de
go6zlendigi bu basamakta SIF kaplanmak istenen cam yulzeyler ¢ozeltiye daldirildi. Yaklasik
10 dakika suren kaplama isleminden sonra ylzeyler saf su ile yikanarak kullanima kadar saf

su igersinde saklandi.

3.4. Siyanin boyalarinin eldesi ve karakterizasyonu

Proje kapsaminda yedi tane siyanin boyasi sentezlenerek deneysel c¢alismalarda

kullaniimistir. Boyalarin yapisal formilleri ve karakterizasyon verileri agagida sunulmustur.

1. D-51 ve D-150: D-51 ve D-150 boyalari kuaternize 2-metilbenzotiyazoliyum
tuzunun 2-B-etil-tiyovinil ile alkol ve trietilenamin ortamindaki rekasiyonundan elde
edilmistir (Hamer, 1928; Hamer, 1964). Yapisal formili, *H NMR ve CHN
elemental analiz sonuglari agsagida gorulmektedir.

D-51: Verim: 49%; ‘H NMR (DMSO-ds) & (ppm):

S@ 1.85 (2H,m), 1.93 (2H,m), 2.57 (2H,t,J=6.6Hz),
QTW4 259 (3H,s), 3.91 (3H,s), 4.43 (2H,1,J=6.3H2), 6.49

| (1H,s), 6.59 (1H,s), 7.41 (2H,m), 7.60

(2H,dd,J=7.8Hz), 7.80 (1H,d,J=8.5Hz), 7.86

O (1H,d,J=8.3Hz), 8.03 (1H,d,J=6.6Hz), 8.20
- (1H,m). Hesaplanan analiz sonuglari,

C23H24N,03S3: C 58.45; H 5.12; N 5.93. Bulunan: C 58.59; H 5.07; N 5.85.

D-150: Verim: 41%; 'H NMR (DMSO-ds) &
- S@ (ppm): 1.22 (9H,bs), 2.06 (2H,m), 2.62 (3H,s),
EINWN 3.26 (6H,m), 3.61 (2H,t,J=7.1Hz), 3.97 (3H,s),
R 4.58 (2H,t,J=6.4Hz), 6.65 (2H,bs), 7.43 (2H,m),
! L» ) 761 (2Hm), 7.85 (1H,d,J=7.3Hz), 7.89
_;J-j ! (1H,d,J=7.1Hz), 8.10 (2H,m). Hesaplanan analiz
sonuglari, C,gH37N3Ssl,: C 45.85; H 5.08; N

5.73. Bulunan: C 45.97; H 5.15; N 5.64.
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D-35 ve D-151: D-35 ve D-151 boyalari kuaternize 2-metilbenzotiyaziliyum tuzunun etil
ortoasetat ile piridin ortaminda rekasiyonundan elde edilmis ve perkloratlara
doénistirilmistir (Moskalenko, 1972; Abramenko, 1972) Yapisal formiilleri, *"H NMR ve CHN

elemental analiz sonuglari agsagida gorulmektedir.

D-35: Verim: 56% ; *H NMR (DMSO-dg) & (ppm):
S W@ 255 (3H,s), 3.15 (4H,tJ=4.4 Hz), 4.73
e (4H,t,J=6.3 Hz), 6.48 (2H,s),7.21-7.32 (10H,m),
0=t-0"  7.42 (2H,dd,J=6.8Hz), 7.55 (2H,dd,J=7.6Hz),
a 7.72 (2H,d,J=7.6Hz), 7.97 (2H, d,J=8.1H2).
Hesaplanan analiz sonuglari, Cz;H3;N,S,ClO,: C

64.70; H 4.95; N 4.44. Bulunan: C 64.52; H 4.99; N 4.32.

@ D-151: Verim: 46%; 'H NMR (DMSO-d ¢) &
@hwx (ppm): 1.24 (18H,bs), 2.09 (4H,m), 2.68 (3H,s),

) " 3.27 (12H,m), 3.71 (4H,tJ=7.1Hz), 4.66
| 8 & i (4H,t,J=6.5Hz), 6.99 (2H,bs), 7.48 (2H,m), 7.67
E\\v e ;-‘Illl (2H,m), 7.93 (2H,m), 8.11 (2H,m). Hesaplanan
<’ I” analiz sonuglari, C3sHssN4Sls: C 43.73; H 5.61;

N 5.67. Bulunan: C 43.61; H 5.68; N 5.61.

2. 7515 (SL-1867): 7515 (SL-1867) boyasi metil p-toluensilfonat 6- (veya 5-
)hidoksibenzotiyazol ve ortoasetik asit kullanilarak N,N’-dietil analoglarinin elde
edildigi yoldan sentezlenmistir (Kiprianov, 1949). Boyanin yapisal formuli ve

analiz sonugclari asagida goérilmektedir.

DMSO-d6: 2.278 (s, 3H, CH3), 3.787
o4 N 5 YoM o (s, 6H N-CH3), 6.348 (s, 2H, a-H

S -
A N_WN chain), 6.867 (d J=9.0 Hz, 2H, Ar-H),

@Q_:-; s \ 7.103— 7.121 (m (s+d), 4H, Ar-H),
I
e 7.480 (d J=8.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.777

(d J=9.0 Hz, 2H, Ar-H), 10.230 (s, 2H, OH). E.N.: 276-277 °C
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3. SH-395: Monometin siyanin boylarindan olan SH-395 Hamera goére

sentezlenerek kullanildi (Hamer, 1964). 5 =
LA
M M
" | /J
4. T-49: 6- pozisyonundan bagh 2,3-dimetil-1,3-benzotiyazoliyum iyodurun (veya 3-
etil-2-metil-1,3-benzotiyazoliyum iyoduir)

-

H,

CH, H.C
trietilortoasetat ile kondenzasyon H.c N h—r
reaksiyonu ile referansa (Kiprianov,
i 5 CH, =

1949; Hamer 1964) goére sentezlenerek + ;

"\IW'J
kullanildi. ; y

HC . CH,

3.5. B-ketoenole boyalarinin eldesi ve karakterizasyonu

Proje kapsaminda yeni tir MEF prob olanaklarinin arastiriimasi igin bir seri B-ketoenol
boyasi sentezlenmistir. ((2E,5Z,7E,9E)-6-hidroksi-2-(alkilamino)-10-fenildeka-2,5,7,9-tetraen-
4-on) boyalarinin genel sentez prosediri ve sentezlenen boyalarin karakterizasyonuna ait

veriler asagida sunulmustur.

Prosediir: Boyalar, 5 mM 4-hidroksi-6-metil-3-((2E,4E)-5-fenilpenta-2,4-dienoil)-2H-piran-2-
on’nun 10 mL DMF igerisinde %10’luk amin ¢oézeltisinin fazlasi ile karistiriimasi ile elde
edildi. Sentezler Referans [1]'e goére yapimistir. Karisim 100 °C’de 30 dakika boyunca
Isitilarak reaksiyon tamamlandi. Reaksiyon sonrasinda rengin kirmiziya déndugu goézlendi.
CO; ¢lkigi tamamlanincaya kadar isitmaya devam edildi. Sogutulan reaksiyon karigsimi su ile
cokturtldi. Urin iki kez yikandi ve DMF-etanol karisimindan kristallendirildi. Stzildikten
sonra etanol ile iki kez yikandi ve kurutuldu. Elde edilen bitn bilesiklerin sari-turuncu renkili,

iyi kristal yapiya sahip olduklari gbézlendi.

1. 13-propilamino  [(2E,5Z,7E,9E)-6-hidroksi-10-fenil-2-(propilamino)deka-2,5,7,9-
tetraen-4-on]: Verim: 67%. M.p. = 255-259 °C. Hesaplanan analiz sonuglari (%),
CioH23NO,: C, 76.73; H, 7.80; N, 4.71.

Bulunan (%): C, 76.79; H, 7.74; N, 4.64. *H
N 2 RN
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3.

4.

NMR (400 MHz, CDCl;) & 14.99 (s, 1H), 10.43 (s, 1H), 7.44 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.34
(dd, J = 13.4, 6.2 Hz, 2H), 7.26 (dd, J = 9.8, 4.7 Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 15.0, 10.8 Hz,
1H), 7.01 — 6.71 (m, 2H), 6.01 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 5.20 (s, 1H), 4.78 (s, 1H), 3.24
(dd, J = 13.3, 6.7 Hz, 2H), 1.98 (s, 3H), 1.65 (dd, J = 14.4, 7.2 Hz, 2H), 1.09 — 0.96
(m, 3H).

14-2-hidroksietilamino  [(2E,5Z,7E,9E)-6-hydroxy-2-((2-hydroxyethyl)amino)-10-
phenyldeca-2,5,7,9-tetraen-4-onej:

Verim: 69%. M.p. = 273-275 °C.

N
Hesaplanan analiz  sonuglar (%), 0 TN SR R R
CisHxNO3z: C, 72.22; H, 7.07; N, 4.68. G O

Bulunan (%): C, 72.14; H, 7.02; N, 4.63. *H NMR (400 MHz, CDCl;) & 14.84 (s, 1H),
10.44 (s, 1H), 7.46 (dd, J = 12.9, 7.2 Hz, 2H), 7.40 — 7.30 (m, 2H), 7.30 — 7.22 (m,
1H), 7.18 (dd, J = 15.0, 10.8 Hz, 1H), 6.91 (ddd, J = 23.8, 20.0, 13.2 Hz, 1H), 6.76 (d,
J = 15.5 Hz, 1H), 6.00 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 5.21 (s, 1H), 4.83 (s, 1H), 3.79 (dt, J =
10.7, 5.2 Hz, 2H), 3.45 (dt, J = 11.4, 5.6 Hz, 2H), 2.29 (s, 1H), 2.01 (s, 3H).

47-alilamino [(2E,5Z,7E,9E)-2-(allylamino)-6-hydroxy-10-phenyldeca-2,5,7,9-
tetraen-4-one]: Verim: 44%. M.p. = 143-144

°C. Hesaplanan analiz sonuglari (%), ‘
C1oH21NO,: C, 77.26; H, 7.17; N, 4.74. Bulunan L./N P RSN
(%): C, 77.11; H, 7.12; N, 4.70. *H NMR (400 o o

MHz, DMSO) & 15.13 (s, 1H), 10.30 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.36
(t, J = 7.5 Hz, 3H), 7.28 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.06 (dd, J = 9.2, 4.8 Hz, 2H), 6.89 (d, J =
14.2 Hz, 1H), 6.15 (dd, J = 14.0, 6.4 Hz, 1H), 6.02 — 5.86 (m, 1H), 5.34 (s, 2H), 4.89
(s, 1H), 3.97 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 1.98 (s, 3H).

48-isopiropilamino [(2E,5Z,7E,9E)-6-hydroxy-2-(isopropylamino)-10-phenyldeca-
2,5,7,9-tetraen-4-onej: Verim: 7%

Hesaplanan analiz sonuglari (%), C19H23NO:: N

= o e
C, 76.73; H, 7.80; N, 4.71. Bulunan (%): C, \r o o
76.65; H, 7.74; N, 4.73. '"H NMR (400 MHz,

DMSO0) & 15.05 (s, 1H), 10.25 (s, 1H).
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5. 50-dimetilaminopropilamino [(2E,5Z,7E,9E)-2-((3-(dimethylamino)propyl)amino)-

7.

8.

6-hydroxy-10-phenyldeca-2,5,7,9-tetraen-4-one]. Verim: 40%. M.p. = 121-123 °C.
Hesaplanan analiz sonuglart (%), -
C21H2sN,0O,: C, 7.4.08; H, .8.29; Ni fof’“vaaNmMﬁ;fQ
8.23. Bulunan (%): C, 74.02; H, 8.24; Jod

N, 8.19. *H NMR (400 MHz, DMSO) &

15.19 (s, 1H), 10.32 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.28 (t,
J=7.3Hz, 1H), 7.11 - 6.98 (m, 2H), 6.88 (dd, J = 15.4, 6.4 Hz, 1H), 6.15 (d, J = 14.0
Hz, 1H), 5.31 (s, 1H), 4.82 (s, 1H), 3.32 (dd, J = 13.0, 6.3 Hz, 2H), 2.25 (t, J = 6.8 Hz,
2H), 2.13 (s, 6H), 1.99 (s, 3H), 1.75 — 1.57 (m, 2H).

51-sec-butilamino [(2E,5Z,7E,9E)-2-(sec-butylamino)-6-hydroxy-10-phenyldeca-
2,5,7,9-tetraen-4-one. Verim: 36%. M.p. = 159-162 °C. Hesaplanan analiz sonuglari
(%),C50H-sNO,: C, 77.14; H, 8.09; N, 4.50. Bulunan (%): C, 77.22; H, 7.97; N, 4.46.
'H NMR (400 MHz, DMSO) & 15.05 (s, 1H), 10.30 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 7.5
Hz, 2H), 7.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H),

7.28 (t, J =7.2 Hz, 1H), 7.04 (dt, J = [4

14.3, 7.4 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 14.7 _ N = N ﬁJVJ

Hz, 1H), 6.23 — 6.08 (m, 1H), 5.31 /\r Wl

(s, 1H), 4.81 (s, 1H), 3.68 — 3.53 (m, 1H), 2.01 (s, 3H), 1.50 (dt, J = 14.0, 6.9 Hz, 2H),
1.16 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 0.89 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

52-isobutilamino [(2E,5Z,7E,9E)-6-hydroxy-2-(isobutylamino)-10-phenyldeca-
2,5,7,9-tetraen-4-one]: Verim: 45%.
M.p. = 170-173 °C. Hesaplanan analiz
sonuglari (%), CooHzsNO.: C, 77.14; H, )v”
8.09; N, 4.50. Bulunan (%): C, 76.96;
H, 8.01; N, 4.39. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 15.06 (s, 1H), 10.44 (t, J = 5.9 Hz,
1H), 7.52 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.37 (dd, J = 14.1, 6.9 Hz, 2H), 7.28 (t, J = 7.3 Hz, 1H),
7.12 - 6.98 (m, 2H), 6.89 (t, J = 11.3 Hz, 1H), 6.27 — 6.03 (m, 1H), 5.32 (s, 1H), 4.85

(s, 1H), 3.15 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.99 (s, 3H), 1.78 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 0.94 (d, J = 6.7
Hz, 6H).

53-2-methoksietilamino [(2E,5Z,7E,9E)-6-hydroxy-2-((2-methoxyethyl)amino)-10-

phenyldeca-2,5,7,9-tetraen-4-one]: Verim: 65%. M.p. = 153-155 °C. Hesaplanan
18



analiz sonuglart (%), CigH23NO3: C,

72.82; H, 7.40; N, 4.47. Bulunan (%): o
C, 72.89; H, 7.34; N, 4.49. 'H NMR HKO/\/NT/ SN S
(400 MHz, DMSO) & 15.15 (s, 1H), o O

10.30 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.37 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.28 (t, J = 7.3 Hz,
1H), 7.14 - 6.96 (m, 2H), 6.98 — 6.80 (m, 1H), 6.16 (dd, J = 13.4, 6.8 Hz, 1H), 5.32 (s,
1H), 4.85 (s, 1H), 3.49 (d, J = 6.6 Hz, 4H), 3.30 (s, 3H), 2.00 (s, 3H).

9. 54-metoksipropilamino  [(2E,5Z,7E,9E)-6-hydroxy-2-((3-methoxypropyl)amino)-
10-phenyldeca-2,5,7,9-tetraen-4-one]: Verim: 57%. M.p. = 106-107 °C. Hesaplanan
analiz sonuglart (%), CxHxsNO3: C,

73.37; H, 7.70; N, 4.28. Bulunan (%): f’é\|
C, 73.45; H, 7.65; N, 4.25. 'H NMR f’ovﬂ“w“wf“{\“*ﬁ“ﬁ“’%‘f =
(400 MHz, DMSO) & 15.18 (s, 1H), © 0o

10.30 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.59 — 7.47 (m, 2H), 7.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.28 (t, I = 7.3

Hz, 1H), 7.15 — 6.97 (m, 2H), 6.89 (dd, J = 14.3, 7.6 Hz, 1H), 6.21 — 6.01 (m, 1H),

5.31 (s, 1H), 4.85 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 3.38 (dd, J = 10.8, 4.7 Hz, 4H), 3.25(d, J =24

Hz, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.78 (dd, J = 12.7, 6.2 Hz, 2H).

3.6. Amiloid fibril eldesi

3.6.1. insiilin fibrillerinin eldesi

Protokol: 2 mg/mL insulin ¢ézeltisi 0.1 M HCI ¢o6zeltisi igerisinde hazirlandi. Eppendorf
Thermomixer ile 750 rpm hizla 650 C de karistiriimaya birakildi. Fibril olusumu Thioflavin T
(Thio T) testi ile takip edildi. Thio T'nin amiloid fibriller ile etkilesimi sonucu floresans
siddetinde belirgin artis gbézlenmektedir. Floresans siddetindeki artisin platoya ulastidi

noktaya kadar sabit sicaklikta karigtirma islemine devam edildi.

3.6.2. Lisozim fibrillerinin eldesi

Protokol: 10 mM lisozim ¢ozeltisi 1 mM HCI asit ¢ozeltisi icerisinde hazirlandi. Eppendorf
Thermomixer ile 750 rpm hizla 65°C de karismaya birakildi. Fibril olusumu Thioflavin T (Thio

T) testi ile takip edildi. Thio T’'nin amiloid fibriller ile etkilesimi sonucu floresans siddetinde
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belirgin artis gézlenmektedir. Floresans siddetindeki artisin platoya ulastigi noktaya kadar

sabit sicaklikta karistirma iglemine devam edildi.

3.6.3. Thio T testi

Elde edilen amiloid fibrillerin olusumunun tamamlanmasi Thio T testi ile takip edilmigtir.
inslin fibrillerinin takibinde pH 7.9'da Tris-HCI tamponu igerisinde hazirlanan 40 uM Thio T
cozeltisi, lisozim fibrillerinin takibinde ise pH 7.4’'de PBS tamponu icersinde hazirlanan 2x107
M’lik Thio T ¢ozeltisi kullaniimistir. Proteinlerin karistirma ve i1sitma islemine baslandiktan 90,
150, 240 ve 300 dakika sonra sabit oranda Thio T (2 pl) ve fibril (25 pl) karisiminin tampon
icersindeki floresans emisyonu &lgllerek fibril olusumu takip izlendi. Bu igsleme floresans

sinyalindeki artig sabit kalincaya kadar devam edildi.

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Gumus nanopartikuller ve glimiis adacikli filmlerin karakterizasyonu

Lee- Meisel ydntemi ile elde edilen AgNP’lerin blyuk ylzdesi kiresel yapilar olmakla beraber
gumus cgubuklarda icerdigi gézlendi. Bu ydntem ile elde edilen AgNP’lerin SEM gdruntdleri
Sekil 6'da gorulmektedir. Bu yontem ile elde edilen taneciklerin biyukligia ortalama 40-50
nm olarak saptandi. Verimli ve kolay uygulanabilir bir ydntem olmakla beraber AgNP’lerin

boyutlarinin kontrolli sentezlenememesi bu yontemin sinirlayici tarafidir.

Sekil 6. Lee-Meisel protokolu ile elde edilen AgNP’ler
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Formaldehit indirgemesi ile AgNP eldesinde kullanilan PVP, AgNO; ve NH; c¢ozeltilerinin
derisimleri tanecik buylkligune etki etmektedir. Deneysel kisimda detayh olarak verilmis
olan protokoller kullanilarak cesitli boyutlarda partikiller elde edilmistir. Farkli derisimlerde
AgNO; kullanilarak elde edilen AgNP’lerin SEM goruntuleri Sekil 7°de goérulmektedir. Farkl
derisimlerde AgNO; kullanilarak elde edilen AgNP’lerin boyutlari 80-350 nm arasinda
degismektedir. Elde edilen partikullerin kiresel yapida oldugu goérulmektedir. Bu yontem ile
elde ettigimiz AgNP’lerin literatirde rapor edilen boyutlardan daha buyuk oldugu gozlendi.
Partiktl buyukligine AgNO; c¢ozeltisinin baslangi¢ derisiminin énemli bir etkisi oldugu

g6rilmektedir.

Sekil 7. Cesitli derigsimlerde elde edilen AgNP’lar
a) 0.2 mM AgNO; (sol Ust)
b) 0.4 mM AgNO; (sag ust)
c) 0.5 mM AgNO; (alt)
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AgNO; derigimi sabit tutularak farkli miktarlarda PVP ve NH; varliginda elde edilen
AgNP’lerde sicaklik degisimi ile ciddi degisiklikler oldugu goézlendi. 30 °C’'de elde edilen
AgNP’lerin belirgin sekillere sahip olduklari fakat kiresel yapilarini korumakla beraber
yuzeylerde heterojenligin arttigi goézlendi. Sicaklik artigi ile beraber tanecik buyukliginde
onemli ve dizenli bir artis olmamamakla beraber serbest kolloidal yapidan ziyade butin bir
gumus tabakasi seklinde bir olusum goézlendi. Yiksek sicaklikta reaksiyonun hizinin artmasi
nedeni ile koruyucu maddenin etkin olamadigi distnilmektedir. Farkh sicakliklarda elde

edilen partikillerin SEM gorintileri Sekil 8'de sunulmustur.

Sekil 8. Cesitli derisimlerde elde edilen AgNP’lar
a) 2.5 mM AgNOs3, %1’lik PVP; 2.4 mL, %28 NH; (sol Ust),30 °C
b) 2.5 mM AgNOs;, %0.75’lik PVP; 2.4 mL, %28 NHj3, 40 °C (sag ust)
c) 2.5 mM AgNO3;, %1’lik PVP; 12 mL, %28 NHs, 60 °C (alt)

NaBH, indirgemesi ile AQNP eldesinde degisen derisimlerde AgNO; ¢ozeltileri kullanildi. Bu
yontem ile elde edilen AgNP’lerin tanecik boyutlari 100 nm’nin altinda olmakla beraber
kiresel yapida serbest tanecikler gézlenemedi. Koruyucu madde olarak kullanilan PVA'nin

yeterli olmadigi disindlmektedir. Yaygin kullanilan koruyucu maddelerden PVP kullanildigi
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zaman ise bu yontemle sonug alinamamistir. Cesitli derisimlerde AgNO; ¢ozeltisi kullanilarak
elde edilen AgNP’lerin SEM goruntileri Sekil 9°da gorilmektedir.

Sekil 9. Cesitli derisimlerde elde edilen AgNP’ler

a) 1.25 mM AgNO3;15 mM PVA (sol Ust)
b) 2.5 mM AgNO3;30 mM PVA (sag Ust)
c) 5 mM AgNO3;60 mM PVA (alt)

Askorbik asit indirgemesi ile elde edilen ortalama AgNP buyukligunin 50-60 nm oldugu
saptanmistir. NP’lerin buyuk ¢ogunlugu kiglk boyutlu olmakla beraber ortalamanin tUzerinde
boyutlara sahip AgNP’lerin varligi da dikkat gekmektedir. Askorbik asit indirgemesi ile elde
edilen AgNP’lerin SEM géruntuleri Sekil 10°da gorulmektedir.
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Sekil 10. Askorbik asit indirgemesi ile elde edilen AgNP’ler

AgNP’lerin absorpsiyon maksimumlarinin 350-400 nm araliginda oldugu bilinmektedir. Elde
ettigimiz partikdllerin absorpsiyon maksimumlari yaklasik 400 nm olarak gézlenmistir. Cesitli
AgNO; derisimlerinde elde edilen partikillerin absorpsiyon spektrumlari Sekil 11'de
gorilmektedir. Cesitli yontemler ve deneysel kosullarda elde edilen kolloidal AgNP’lerin

¢alisma sartlari ve elde edilen partikillerin ortalama biyUklUkleri Tablo 2°de sunulmustur.

0,25

0.2mM AgNO,_

0.5 mM AgNO3

0,20 2.5 MM AgNO,

0,15

Abs (10%)

0,05

250 300 350 400 450 500 550 600

Dalgaboyu,nm
Sekil 11. Cesitli derisimlerde AgNO; kullanilarak elde edilen AgNP’lerin absorpsiyon
spektrumlari
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Tablo 2. Farkh metodlarla elde edilen giimus kolloidlerin boyutlari

Numara AgNO; indirgen Koruyucu Ortalama Sicakhk
(mM) Madde Madde Partikil (°C)
Boyutu (nm)

1 1.0 Trisodyum sitrat - 40-50 100
2 0.2 Formaldehit PVP 80-100 25
3 0.4 Formaldehit PVP 150-200 25
4 0.5 Formaldehit PVP 300-350 25
5 25 Formaldehit PVP 250-300 25
6 2.5 Formaldehit PVP 300-370 40
7 25 Formaldehit PVP 250-300 60
8 1.25 NaBH4 PVA >100 25
9 2.5 NaBH4 PVA >100 25
10 5.0 NaBH4 PVA >100 25
11 0.3 Askorbik asit PVP 50-60 25

Elde edilen gimus adacikh filmlerin (SIF) yuzey goruntuleri SEM ve AFM ile g6zlenmistir.
Yuzeylerin AFM ve SEM goruntuleri Sekil 12’de gorulmektedir. SIF yuzeyler AgNP’ler ile
benzer bant sekline sahip absorpsiyon bandi vermekle beraber absorpsiyon
maksimumlarinin daha uzun dalgaboyunda oldugu gdzlenmektedir. Ylzeylerden elde edilmis

olan absorpsiyon spektrumu $ekil 13’de gortlmektedir.
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Sekil 12. SIF ylzeylerin SEM (sol)ve AFM (sag) gortntusi

0,8 1

Abs

0,6

0,5

0,4 1

T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700

Dalgaboyu, nm

Sekil 13. SIF ylzeylerin absorpsiyon spektrumu
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4.2. Amiloid fibril karakterizasyonu

Elde edilen insiilin fibrilleri SEM, lisozim fibrilleri ise AFM ile karakterize edilmistir. insiilin
fibrillerinin  SEM gorintisi ve Thio T testi ile takibini godsteren grafik Sekil 14’de
gorulmektedir. Yaklasik olarak 150 dakikada insulin fibrillerinin olusumunu tamamladigi
gorilmektedir.

Floresans jpiddeti (310

T T T T T T T T T T
L1 & 1040 130 200 230 300
Zaman (dk]

Sekil 14. insilinden elde edilen amiloid fibrillerin SEM gériintiisi (sol); Fibrillerin Thio T testi

ile kontroll (sag)

Deneysel kisimda tarif edilmis olan protokole gore elde edilen lisozim
fibrillerinin  AFM goéruntileri Sekil 15’de goérulmektedir. Lisozim, c¢aplari 3-5 nm,
uzunlugu 0.1-0.6 ym arasinda degisen kisa, duzlemsel agreagatlar olusturmaktadir.
Lisozim amiloid fibrillerinin olusmasi durumunda ayrik fibriler kisimlar reaksiyonun
ana urunuddr. Lisozim  amiloid agregasyonunda lateral  agregasyon
beklenmemektedir (Kovalska, 2017). Bizim elde ettigimiz yapilarda da lateral

agregasyonlu fibril kimeleri gézlenmemektedir.
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Sekil 15. Lisozimden elde edilen amiloid fibrillerin AFM gorintisi (sol); gérintlinin Z profili

(sag)

4.3. Giumiis nanopartikiiller (AgNP) ve gimiis adacikl filmler (SIF) ile boyalarin

etkilesimi

4.3.1. AgNP ve SIF varhiginda siyanin boylarinin fibriller ile etkilesimleri

Bu calisma kapsaminda deneysel kisimda molekidl yapilari ve karakterizasyonlari verilmis
olan yedi siyanin boyasinin AgNP ve SIF varhiginda fibriller ile etkilesimleri incelenmigtir.
Kolloidal yapidaki AgNP’ler ile amiloid fibrillerin etkilesimi incelenirken farkh sentez
yontemleri ile elde edilen AgNP’lerin hepsi ile 6n ¢alisma gergeklestiriimis buna karsin en
dizgun spektrumlarin elde edildigi en homojen ve dizgin partikil sekline sahip olan
partikiller detayli calisma icin tercih edilmistir. Bu nedenle formaldehit indirgemesi (80-100
nm) ve Lie-Miesel yontemi (40-50 nm) ile elde edilen kolloidler degisik yogdunluklarda

kullanilarak boya-fibril sistemleri ile etkilesimleri incelenmistir.

Deneysel calismalar sonucunda kolloidal yapidaki AgNP’lerin fibril-boya sistemlerinin
floresans sinyalinde analitik agidan kayda deger bir artisa neden olmadigi gézlenmistir. Elde
edilen floresans spektrumlari boya-fibril sistemlerinin Ag kolloidlere tutunmadigini
gOstermektedir. Bu sonuca varmamizin nedeni MEF'In uzakhda bagimliigindan
kaynaklanmaktadir. MEF c¢alismalarinda, belirli bir uzakhdin altinda metallerin (~ 5nm)

floresans siddetinde sénime neden oldugu ve belirli bir uzakligin Gzerinde de (genellikle ~ 20
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nm) metalin floresan problar ile etkilesime giremedigi gozlenmigtir. D51 kodlu boyanin iki
farkl yontemle sentezlenmis olan AgNP varliginda gosterdigi floresans emisyon spektrumu
Sekil 16’da gorulmektedir.

Boyalarin yuzeye kolay tutunabilmesi igin en iyi yuzey aktivasyon ajanlarindan APS ile
yuzeyler aktive edilmigtir. Fakat ylzey aktivasyonundan sonra reaktifin fazlasini
uzaklastirmak icin yapilan yikama islemlerinden sonra kolloidal yapinin bozuldugu
g6zlenmistir. Bu nedenle yuzeyleri aktive edilmemis AgNP’ler deneysel calismalarda

kullanilmigtir. Diger boyalardan da AgNP varliginda benzer sonuglar elde edilmigtir.

1,2x10° A D51+AgNP1+Fibril
D51+AgNP2+Fibril
1,0x10° 1
. D51+Fibril
8,0x10° -

6,0x10° 4

4,0x10° -

Floresans siddeti, a.u.

2,0x10° 4
D51

0,0

560 580 600 620 640 660 680
Dalgaboyu, nm

Sekil 16. D51-amiloid fibril sisteminin serbest ve AgNP’ler varliginda emisyon spektrumu

(AgNP1: Lee-Miesel yontemi; AgNP2: Formaldehit indirgemesi)

GUmus adacikh filmler (SIF) kolloidal AgNP’lere avantajli bir alternatif olusturmaktadir. SIF
yuzeyleri kolloidal yapidaki parcaciklara gore bir destege tutunmus olmalarindan dolayi
calisma kolayhdi ve daha yuksek kararlihk gostermektedir. Boyalarin ve incelenecek olan
biyomolekullerin (protein, nikleik asit vb.) AgNP’lere baglanmasi surecinde yapilan yilkama
ve santrifij iglemleri kolloidal yapilarin bozulmasi riskini tagimakla beraber SIF ylzeyler bu

basamakta kolay kullanilabilirlik agisindan énemli bir fark yaratmaktadir. Ayrica yuzeylerin
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kolay yikanabilirligi serbest haldeki boya ve biyomolekilin kolaylikla uzaklastiriimasina

olanak saglamaktadir. Bu avantajlar SIF yluzeyleri cazip kilmaktadir.

Deneysel calismalarda kullanilan yedi siyanin boyasinin SIF ylzeyler Uzerinde amiloid
fibriller ile etkilesimi incelenmistir. SIF ytzeyleri ve kontrol cam yuzeyleri boya ve fibril ile
etkilestirimeden o6nce PVP ile kaplamistir. PVP ile kaplamada iki konuda fayda
beklenmektedir. Birincisi MEF’ In mesafeye olan bagimlihg: bilindigi icin metalik yuzey ile
floresan prob arasina mesafe saglamak ikincisi ise floresan probun ylzeye daha yiksek
verim ile baglanmasini saglamaktir. Ylzeyler boya ve fibril ile etkilestiriimeden 6nce 1 saat
sure ile PVP cozeltisine daldiriimistir. Bu islemden sonra boyanin ylizeylere immobilizasyonu
icin ylzeyler boya ile yarim saat karanlikta etkilestiriimistir. Serbest boyanin saf su ile
yikanarak uzaklastirimasindan sonra amiloid fibril ylzeyler ile etkilestirilerek floresans

emisyon Olgumleri alinmistir.

Deneysel calismalar sonucunda MEF probu olarak incelenen siyanin boyalarindan D-51, D-
151 ve SH-395 kodlu ¢ boyanin SIF varliginda analitik agidan anlamli emisyon genislemesi
gosterdigi bulunmusgtur. D-51 ve D-151 boyalarinin her ikisi de trimetin siyanin boya grubuna
dahil olup ayni képra grubu igermektedir. Buna karsin D-51 boyasi yalnizca N-, D-151 boyasi
ise N,N’- pozisyonlarindan turevlendirilmistir. N,N’- pozisyonlarindan turevlendirilmis olan D-
151 boyasinin floresans sinyalinde yaklasik 7 kat artis goézlenirken, N- pozisyonundan
tirevlendiriimis olan D-51 boyasinin floresans emisyon siddetinde yaklasik 5 kat artis
gOzlenmistir. D-51 ve D-151 boyalarinin SIF yuzeyler ve kontrol cam yuzeyler Uzerinde
amiloid fibril ile etkilesiminden elde edilen floresans emisyon spektrumlari ile amiloid fibril ve

boyalarin ylzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi Sekil 17 ve 18’de goérilmektedir.
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Sekil 17. D51-amiloid fibril sisteminin cam ve SIF Uzerindeki emisyon spektrumu ve amiloid

fibril ile boyanin SIF ve cam yuzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi
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Sekil 18. D151-amiloid fibril sisteminin cam ve SIF Ulzerinde ki emisyon spektrumu ve amiloid

fibril ile boyanin SIF ve cam ylzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi
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Momometin siyanin boya grubuna ait olan SH-395 kodlu boya ile ise yaklasik 10 kat artis
gézlenmistir. incelenen boyalar arasinda en yiiksek emisyon genislemesi SH-395 ile elde
edilmistir. Sulu ¢dzeltisinde hemen hemen en disik kuantum verimine sahip olan SH-395
boyasi ile en ylksek artisin gézlenmesi MEF'da 1simali gecis hizinin dedismesi ile
aciklanabilir. SH-395 boyasinin SIF ylzeyler ve kontrol cam yuzeyler Gizerinde amiloid fibril
ile etkilesiminden elde edilen floresans emisyon spektrumlari ile amiloid fibril ve boyalarin
ylzeylere immobilizasyonunun sematik gdésterimi Sekil 19'da gériilmektedir. incelenen
boyalardan SL-1867 ile ise artis gbzlenmekle birlikte analitik acidan kayda deger bir sonug
elde edilememistir. incelenen D-150, D-35 ve T-49 kodlu diger (¢ siyanin boyasinda ise SIF

yuzeyler Uzerinde kontrol cam ylzeylere oranla anlamli bir emisyon artigi gézlenmemigtir.
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Sekil 19. SH-395-amiloid fibril sisteminin cam ve SIF Uzerindeki emisyon spektrumu ve

amiloid fibril ile boyanin SIF ve cam ylzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi
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4.3.2. B-ketoenole boyalarinin monomerik ve fibriler insulin ve lisozim varliginda

spektral 6zelliklerinin incelenmesi

Yapilan bazi ¢alismalarda B-ketoenol boyalarinin da amiloid fibril tayininde kullanildigi
goriulmektedir. Projemiz  kapsaminda dokuz tane [-ketoenol boyasinin floresan
karakterleri ve amiloid fibril tayininde MEF probu olarak kullaniima olasiliklari
incelenmistir. Sentezlenen [B-ketoenol boyalarinin floresan karakterleri serbest halde,
monomerik ve fibriler insulin ve lisozim varliginda incelenmis ve elde edilen degerler Tablo
1’de sunulmustur. Elde edilen boyalarin serbest haldeki uyarilma dalgaboylari 414 - 428
nm arasinda, emisyon dalgaboylari ise 530 - 607 nm arasinda degismektedir. Monomerik
insulin varliginda B-ketoenol boyalarinin uyarilma dalgaboylari 413 - 427 nm, fibriler
insulin varliginda ise 430 - 441 nm aralidinda oldugu gdézlenmistir. Monomerik ve fibriler
instlin varhginda emisyon dalgaboylari ise sirasi ile 522 - 607 nm ve 524-588 nm
arasinda degismektedir. Monomerik ve fibriler lisozim varliginda emisyon dalgaboylari ise
sirasi ile 525 - 571 ve 517 - 560 nm arasinda degismektedir. 50-dimetilaminopropilamino

tlrevinin uyariima ve emisyon spektrumu Sekil 20°de gériimektedir.

250 + 50+monINS-uy
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Sekil 20. Monomerik ve fibriler insulin varhdinda 50-dimethylaminopropylamino tirevinin

uyarilma ve emisyon spektrumu
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Boyalar Gzerine fibriler insulin eklenmesi sonucu ketoenol boyalarinin cogunda (alilamino,
isopropilamino, dimetilaminopropilamino, sec-butilamino, isobutilamino ve
metoksietilamino grubu iceren) 20 nm'ye kadar kirmiziya kayma gozlenmigtir.
Metoksipropilamino grubu igeren tlrevde ise fibriler yapida lisozim eklenmesi sonucu
uyariima dalgaboyunda 25 nm’ye kadar kirmiziya kayma gozlenmistir. Propilamino,
alilamino, sec-butilamino ve isobutilamino igeren boyalarda fibriler insulin veya lisozim
eklenmesi sonucu emisyon dalgaboylarinda 25 nm’ye kadar maviye kayma gozlenmistir.
B-ketoenol boyalarinin gogunda serbest halde 109-192 nm, fibriler insulin varliginda 87 -
157 nm veya fibriler lisozim varliginda 76 - 147 nm arasinda degisen miktarlarda genis
Stokes kaymalari goézlenmigtir. Gozlenen bu genis Stokes kaymalari [B-ketoenol

boyalarina amiloid fibril tayini icin dnemli bir avantaj saglamaktadir.

Tablo 3. B-ketoenol boyalarinin monomerik veya fibriler insulin varligindaki floresans

spektral 6zellikleri

Serbest boya mon INS fibr INS
Boya | Ae,nm | Aem, nm | o, at. | AeonM | Aemnm | M au. | Aex, nM | Aem, nm | 17, a.u. 17/ 1m
13 427 542 1.7 413 542 3,7 441 528 80 22
14 426 539 1.3 426 539 1,6 430 545 97 61
47 415 545 2.6 415 433/607 4,717,3 436 528 49.7 8
48 417 530 6.6 419 546 5,4 437 530 45.5 8
50 414 523 0.8 427 526 2 436 524 25 13
51 417 554 55 415 539 6,8 437 528 20.9 3
52 414 545/606 | 7.5/15 415 553 6,2 435 535 17 3
53 415 535 0.7 427 522 4,3 434 525/591 22 5
54 428 560 3.6 420 536 4.9 436 545/588 | 33.7/39.6 8
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Tablo 2. B-ketoenol boyalarinin monomerik veya fibriler lisozim varligindaki floresans

spektral 6zellikleri

Serbest boya mon LYZ fibr LYZ
Boya Ao, NM | Aem, M | lo, aU. | Aex, NM | Aemnm | 1™ au. | Aex, nm ):Jr’; I", a.u. I/ 1m
13 427 542 1.7 427 525 17,7 441 517 10
14 426 539 1.3 426 540 10 427 540 37 4
47 415 545 2.6 410 541 1,9 426 532 5,9 3
48 417 530 6.6 419 531 4.7 420 560 4.5 1
50 414 523 0.8 427 526 7,7 426 522 27,7 4
51 417 554 55 415 543 10 415 543 8,5
52 414 545/606 7.5/15 415 571 9,3 408 555 9,2
53 415 535 0.7 423 525 2,6 440 526 22,7 9
54 428 560 3.6 427 525 17,7 441 517 10

mon — ilgili proteinin monomerik formu

fibr- ilgili proteinin fibriler formu

Aex, Aem — floresans uyarilma ve emisyon dalgaboyu

lo— serbest boyanin floresans siddeti

Im — monomerik formdaki insulin ve lisozim varliginda boyanin floresans emisyon siddeti
Ie — fibriler formdaki insulin ve lisozim varliginda boyanin floresans emisyon siddeti

Ie/ \m— ilgili protein varliginda emisyonda elde edilen artis orani

a.u. - arbitrary units

incelenen boyalarin hepsi serbest halde 1.2 - 6.6 a.u. arasinda degisen ¢ok zayif
floresans emisyonlari géstermektedir. Yalnizca 52-isobutilamino boyasi 15 a.u. siddetinde
floresans emisyonuna sahiptir. Monomerik insulin varhginda 0.7 - 6 kat arasinda degisen
oranlarda floresans siddetlerinde artis gdzlendi. Monomerik insulin  varliginda
dimetilaminopropilamino ve isobutilamino igceren boyalarin floresans emisyonlarinda ise
azalma gozlendi. Fibriler insulin varliginda boyalarin floresans emisyonlarinda 3 - 61 kat
artis gozlendi. Fibriler protein varlidinda kisa, dallanmasiz fonksiyonel gruplar iceren
boyalarin (propilamino ve hidroksietilamino) en ylksek artis oranini gésterdigi saptandi.
Bu boyalardan sirasi ile 22 ve 61 kat artig elde edildi. Ayrica alilamino, isopropilamino,

dimetilaminopropilamino ve metoksipropilamino gruplari igeren boyalar ile de 8 - 13 kat
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arasinda degisen yuksek artislar gozlendi. Boyalarin fibriler lisozim ve fibriler insulin
varligindaki davraniglari karsilastirildiginda insulin fibrillerine karsi daha hassas olduklari

gbzlendi.

B-ketoenol boyalarinin SIF yuzeyler varliginda amiloid fibril tayininde MEF probu olarak
kullanilabilirligi incelenmigtir. Calismalarda yine yuzeyler prob ve fibril ile etkilestiriimeden
once PVP ile kaplanmistir. Deneysel calismalar sonucunda yalnizca 14 ve 54 kodlu
boyalarda SIF varliginda floresans emisyonunda cam ytlizeylere gore artis elde edilmistir.
14 kodlu boyanin floresans emisyonunda insulin fibril ve lisozim fibril varhginda SIF
yuzeyler Gzerinde yaklasik sirasi ile 10 kat ve 5 kat artiglar elde edilmistir. 14 kodlu
boyanin SIF ylzeyler ve kontrol cam yuzeyler Uzerinde insulin ve lisozim fibril ile
etkilesiminden elde edilen floresans emisyon spektrumlari ile amiloid fibril ve boyalarin

ylzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi Sekil 21 ve 22’de gorilmektedir.
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Sekil 21. Boya 14-fibriler insulin sisteminin cam ve SIF Gzerindeki emisyon spektrumu ve

fibril ile boyanin SIF ve cam ylzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi
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Sekil 22. Boya 14-fibriler lisozim sisteminin cam ve SIF Uzerindeki emisyon spektrumu ve

fibril ile boyanin SIF ve cam yuzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi

Boya 54 ise fibriler insulin varliginda SIF ylzeyler lizerinde ortalama 6 kat, lisozim fibril
varliginda ise floresans emisyon siddetinde kontrol ylzeylere oranla 3 kat artis
gOstermistir. Boya 54’Un SIF yuzeyler ve kontrol cam ylzeyler tzerinde insulin ve lisozim
fibril ile etkilesiminden elde edilen floresans emisyon spektrumlari ile amiloid fibril ve
boyalarin ylzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi Sekil 23 ve 24'de

g6rilmektedir.
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Sekil 23. Boya 54-fibriler insulin sisteminin cam ve SIF Gzerindeki emisyon spektrumu ve

fibril ile boyanin SIF ve cam yuzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi
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Sekil 24. Boya 54-fibriler lisozim sisteminin cam ve SIF lzerindeki emisyon spektrumu ve

fibril ile boyanin SIF ve cam yuzeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi
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Her iki B-ketoenol boyasi da SIF ylzeyler Uzerinde fibriler insilin ile fibriler lisozime oranla iki
kat fazla artis gostermistir. Sulu ¢dzelti ortaminda da boyalarin fibriler insulin ile daha kuvvetli
etkileslim géstermesi deneysel sonugclarin tutarliigini desteklemektedir. Buna karsin SIF
yuzeyler Uzerinde analitik agidan O6nemli miktarda artis gdsteren boya 14’Gn sulu
cozeltilerinde de fibril ile etkilesim sonrasi floresans emisyonunda ylksek artis gostermesi
MEF probu olarak tercihini azaltmaktadir. Bunun yanisira burada dikkate alinmasi gereken
nokta SIF vylzeyler Uzerindeki emisyon artisinin fibril varhigindaki artisa ek olarak

gerceklesmis olmasidir.

5. SONUCLAR

Guncel calismalara baktigimizda ndérodejeneretif hastaliklarla ilgili ¢ok fazla ¢alisma
bulunmaktadir. Buna karsin tani ve tayinlerine yénelik ilerlemenin oldukg¢a yavas oldugunu
gbrmekteyiz. Norodejeneretif hastaliklardan son yillarda adini en ¢ok duydugumuz
Alzheimer Hastaligina (AH) daha yakindan bakacak olursak 2015 yilindan itibaren ortaya
¢lkmaya baslayan sonuclar hastaligin tanisinda izlenecek yeni yollari isaret etmektedir.
Kesin tanisi yalnizca otopsi sirasinda yapilabilen AH'nin erken teshisinde beyin omurilik
sivisinda (BOS) yapilan calismalarin kullanilabilecegi gorilmektedir. Calismalar AH'nin g
biyobeliteci olarak kabul edilen amiloid beta, toplam tau ve fosforilize tau tayinini hedef
almaktadir. Klinik teshisde henlz rutin olarak kullaniimaya baslanmamis olsa da BOS’da
yapilan biyobelirte¢ tayinleri en muhtemel tani yol olarak goérulmektedir. Bu calismalar
biyobelirteclerin tek baglarina tayinleri kadar biyobelirteclerin zaman igerisinde
miktarlarinin  birbirlerine  oraninin  hastaligin kesin teshisi ve evre tayininde
kullanilabilecegini gostermektedir (Huynh ve Mohan, 2017). Bu noktada ise tayin
yontemlerinin analitik agidan duyarliligi devreye girmektedir. Otopsi sirasinda elde edilen
miktarlara oranla ¢ok daha disuk seviyelerde amiloid iceren BOS igerisinden amiloidin
miktarini veya goreceli olarak oranini tayin etmek ¢ok daha zor olacaktir. Projemiz
kapsaminda elde ettigimiz sonuglara baktigimizda incelenen floresan problar arasinda
sulu ortamda kuantum verimi en dlglk boyalardan biri olan SH-395 kodlu boyanin en
yuksek floresans emisyon artigi gosterdigi gérilmektedir. Bu sonu¢ metal genisletilmis
floresans yontemi ile dusuk amiloid fibril derisimlerinde klasik floresans prob

uygulamalarina gore daha verimli sonuglar alabilecegimizi gostermektedir.
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Son bir ka¢ yilda amiloid fibrillerin tayininde kullanilan floresan problar olarak okzazin,
BODIPY, kurkumin, styryl, fluorescein ve benzotiyazol tirevleri literatirde yer almaktadir
(Rajasekhar ve ark., 2017). Bu problarin ortak dezavantaji ise segimli olmamalaridir.
Deneysel sonuglarimiz gdézénune alindiginda incelen B-ketoenol boyalarindan 14 ve 54
kodlu boyalarin insulin fibriler yapilara lisozim fibriler yapilara oranla iki kat daha hassas
oldugu gérilmektedir. Bu sonug¢ tam olarak bir secimlilik ifade etmese de bu boyalarin
yapilari (zerinden yeni boyalar gelistirilmesi gerektigini isaret etmektedir. incelenen
siyanin boyalarinin yapilarina bakildigi zaman ise birbirine gok benzer yapida olan D-150
boyasi ve D-151 boyalarinin birinin amiloid tayini igcin MEF probu olarak kullanilabilmesi
digerinin ise kullanilamamasi sasirtici ve olumlu bir sonuctur. Problarin yapi formiullerine
bakildiginda birbirine ¢ok benzer yapilardan biri floresan prob olarak kullanilabilirken
digerinin etkin olmadigi goérulmektedir. Problarin yapilarindaki kigik degisikliklerin
amiloidler ile etkilesimlerde buUyuk degisikliklere neden oluyor olmasi sec¢imli problarin
dizayni icin umut vadetmektedir. Bu durumun nedeninin tam olarak anlasilabilmesi igin
uyariimis enerji dizeyinde gergeklesen etkilesimlerin fotokimyasal yénden incelenmesi
gerekmektedir. Amiloid fibrillerin etkili tayini icin segimli problarin dizayninda daha hizl yol
alinabilmesi icin bu etkilesimlerin aydinlatiimasi ¢ok énemli olmakla birlikte floresans
¢alismalarinin farkli bir alanini olusturmakta ve farkli cihazlar gerektirmektedir. Bu
durumun grubumuz adina en sinirlayict noktalardan biri oldugunu sodyleyebiliriz. Buna

karsin ¢alismalarimiz bu yénde planlanmaktadir.
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Amiloid, organlarda ve dokularda biriken lif orani ylksek, hiicreye ait olmayan, proteince
zengin kalintilari tanimlamakta kullanilir. Insanlarda gériilen 20?den fazla nemli hastaligin
patogenezinde gorulmektedir. Bu hastaliklar Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi
(PD), Diyabet tip 1l ve spongiform encephalopathies (Deli dana hastaligi) gibi hastaligin
ilerlemesine baglh olarak 6lim orani ve riski yukselen ¢ok ciddi hastaliklari igermektedir.
Yapilan galigmalar amiloidlerdeki fibriler yapilarin kararl oldugunu ve karakteristik capraz-?
konformasyonunda ?-tabakali yapilardan olustuklarini géstermektedir. Bltun amiloid tlrleri
ortak karakteristik 6zellikler gésterse de her amiloid ttrtiniin dncul proteini farklidir. Simdiye
kadar amiloid yapilarin tayininde en yaygin kullanilan yéntem bir benzotiyazol boyasi olan
Thioflavin T?nin floresans emisyonunu izlemektir. Thioflavin T amiloid fibrillere baglandiginda
floresans emisyon siddetinde artis g6zlenen ¢ok kullanigli bir floresan boyadir. Fakat éncul
proteinlerdeki ve amiloid tirlerindeki artan gesitlilik, segimli amiloid tayin yontemlerine duyulan
acil ihtiyaci beraberinde getirmektedir.

Son 20 yilda yuksek-hassasiyetli floresans dlcimiine dayanan DNA sekans analizi, DNA
fragman analizi, elektroforez ile ayirmalarda floresans jel boyama ve gesitli immunotestleri
iceren bir cok yeni yontemle tanigiimistir. Fakat bu yontemlerin hepsi kullanilan floroforun
parlakhdi ve fotokararlihdi ile sinirlidir. Yeni gelismeler metalik nanopargaciklarin yakinina
yerlestirilen floroforlarin kullaniimasi ile bu sinirlamalarin Ustesinden gelinebilecegini
go6stermektedir. Floroforlarin metalik nanoparcaciklar ile etkilesiminden floroforun kuantum
veriminde artig, fotokararlilikta iyilesme, rezonans enerji transferi igin gerekli mesafede artis
ve floresans émiurde kisalma gibi faydali degisiklikler elde edilebilir. Bu 6zellikler metal
genisletilmis floresans (MEF) olarak adlandiriimaktadir.

Proje kapsaminda mono- ve trimetinsiyanin boyalar ile ?-ketoenol boyalari olmak lzere iki
grup boyanin amyloid fibril tayininde metal genigletiimis floresans (MEF) probu olarak
kullanilma olasiliklari incelenmistir. Bir tanesi mono-, alti tanesi trimetin siyanin boyasi olmak
Uzere toplam yedi siyanin boyasinin gumis adacikl yizeyler (SIF) tizerinde MEF &zellikleri
incelenmistir. Bu boyalardan monometinsiyanin boyasi olan SH-395 ve trimetinsiyanin
boyalari olan D-51 ve D-151 ile analitik agidan anlamli MEF elde edilmistir. incelenen ?-
ketoenol boyalarindan ise iki tanesi MEF 6zelligi gostermistir.
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Fikri Urin Bildirim Formu Sunuldu
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Projeden Yapilan Yayinlar:

1- Metal-enhanced fluorescence of mono- and trimethine cyanine dyes bound to amyloid
fibrils on SIF (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - Poster Sunum),

2- Cesitli Hidrozon Turevleri ile Nikleik Asitlerin Baglanma Mekanizmalarinin Florimetrik
Yéntemle incelenmesi (Yeni Proje - Ulusal Proje - BAP),

3- Cesitli Hidrozon Turevleri ile Nikleik Asitlerin Baglanma Mekanizmalarinin Florimetrik
Yontemle incelenmesi (Yeni Proje - Ulusal Proje - BAP),
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