13. FT-IR KIZILOTESI SPEKTROSKOPISIi iLE UYGULAMALI PROTEIN IKiNCiL
YAPI ANALIZLERI

FOURIER DONUSUMSEL KIZILOTESI SPEKTROSKOPiSI

A. BILGI

Spektroskopi, ¢esitli tipte 1s1nlarin madde ile etkilesimini inceleyen bilim dali i¢in kullanilan
genel bir terimdir. Kizilotesi (IR) spektroskopisi de bunlardan biridir. IR spektroskopi, IR
isininin molekiiller {izerinde olusturdugu titresimlerin neden oldugu karakteristik frekans
degerlerinin kullanilmasi ile molekiiler diizeyde madde analizi yapilmasini saglar. Bu titresim
sekilleri bag acisina (makaslama, salinma, burkulma vb.) ve uzunluguna (simetrik ve asimetrik
gerilme) gore farklilik gosterebilir ve bu farklar da frekans degerlerine yansir.

Fourier doniistim (FT) matematiksel bir islem olup, bir sinyal fonksiyonunun zaman serileri
seklindeki gosteriminin bazi algoritmalar ile, matematiksel olarak analiz edilebilecek frekans
spektrumuna doniistiiriilmesidir .

Bir kizil Gtesi spektroskopi cihazi temel olarak iic kisimdan olusur: 151tk (IR) kaynagi,
interferometre ve algilayici (dedektor). Bunlara ek olarak 1s1n ayirici, 6rnek yiiklenen boliim ve
verilerin islendigi bilgisayar kisimlari da vardir (Sekil 1).
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Sekil 1. Temsili bir FT-IR sisteminin temel kisimlari.

Bir IR spektrumu elde etmek i¢in 6rnege IR 15181 gonderilir. Bir molekiiliin IR 1518101
sogurabilmesi i¢in, molekiiliin titresimi sonucunda molekiiliin dogal dipol momentinde net bir
degisikligin olmasi gerekir. Ornege iletilen 15181 ne kadarmin belli bir enerjide sogurulduguna
bakilir. Sogurma spektrumunda bir sinyalin (bandin) elde edildigi enerji, 6rnek molekiiliin
titresim frekansini verir (Toyran 2008).



FT-IR ile direkt olarak atomik diizeyde bilgiye ulasildigindan, molekiillerde meydana gelen ¢ok
kiigiik degisimler bile tespit edilebilmektedir. Belli molekiiller kizilotesi 1s18a maruz
kaldiklarinda (lipid, protein, karbonhidrat vs.) belirli frekanslarda (cm™) verdikleri molekiiler
bag titresimi sinyalleriyle karakterize olurlar. Bu sinyaller lizerinden farkli kosullardaki degisim
FT-IR ile rahatlikla izlenebilir.

Bu teknigin 6zellikle proteomik c¢alismalar i¢in 6nemli olan bir diger 6zelligi de proteinlerin
ikincil yap1 degisimlerinin hassas olarak incelenebilmesidir. Bu analizler cogunlukla FT-IR
spektrumunda 1700-1600 cm™ frekans araliginda bulunan Amid I bandi iizerinden
gerceklestirilir. Bu amagla aragtirmacilarin kendi gelistirdikleri teknikler de vardir ancak bazi
dezavantajlar1 da bulunmakla beraber, genel olarak kabul goren ve programlar araciligiyla ticari
olarak da ulasilabilen yontem egri-uyum (curve-fitting) yontemidir. Bu yontemle Amid I band1
altinda kalan her biri farkli bir ikincil yapiy1 temsil eden alt bantlar belirlenmektedir.

FT-IR spektroskopisi ile ¢ok gesitli tiplerdeki ornekler ¢alisilabilir. Farkli 6rnek yiikleme
aparatlar1 sayesinde kati, sivi veya gaz Orneklerin Ol¢iimleri yapilabilir. Ayrica Ornek
hazirlanmas1 ¢ok masrafli olmayip dl¢iimlerin ¢ok kisa siirelerde yapilmasi nedeniyle de rutin
kullanima ¢ok uygundur. Orneklerin 8lgiilmesinde yaygin olarak ii¢ yontem kullanilir: ATR
yontemi (kat1 veya stvi 6rnekler igin), KBr pellet yontemi (kat1 6rnekler i¢in) ve ¢ozelti yontemi
(s1v1 Ornekler igin).

Elde edilen verilerin analizi FT-IR spektroskopisi tekniginin en 6nemli agamasidir ve uzun
zaman alabilir. Analizler i¢in Oncelikle ii¢ tekrarli olarak Olgiilmiis Orneklerin ortalama
spektrumu elde edilir. Analizlerde spektrumlar, normalizasyon, giiriiltii giderimi, tiirev alma
gibi iglemlere tabi tutulurlar. Karsilagtirmali analizlerde bantlarin altlarinda kalan alanlar
integrasyon ile hesaplanir ve goreceli olarak miktardaki farkliliklar belirlenir. Ayrica kiimeleme
analiziyle Orneklerin birbirlerine olan yakinliklari belirlenerek gruplama yapilir ve cesitli
maddelerin fizikokimyasal karakterizasyonlar1 yapilabilir.

B. UYGULAMA

Karaciger doku 6rneginin dl¢iilmesi (ATR).

Siv1 karaciger lizatinin 6l¢iilmesi (ATR).

Spektrumun yorumlanmasi ve bazi temel analizler (OPUS programiyla).

Hazir spektrumlar iizerinden kiimeleme analizi yapilmasi (OPUS programuyla).

Bruker Tensor FT-IR cihazinin kullanima:

1. Sivi azot ile MCP dedektor sogutulur. Bunun i¢in; 6zel huni dedektdre sokulur ve sivi
azot yavas yavas dokdiliir. Sinyal sesi duyuldugunda ve cihazin iizerindeki “Status” 15181
kirmizidan yesile dondiigiinde dedektor yeteri kadar sogumus demektir. Ancak daha
uzun siire ¢alisabilmek i¢in yesil 151k yandiktan sonra da dedektdr tamamen sivi azotla
dolana kadar koyulmaya devam edilir. Azot koyulurken mutlaka 6zel eldiven giyilmeli,



gozliik takilmali ve buharlasan gaz solunmamalidir. Dedektoriin dengelenmesi igin 15-
20 dakika beklenir.

2. Ornegin tipine gore (kat1 veya sivi) uygun olan rnek yiikleme aparati cihaza takilir ve
kapak kapatilir. Cihazin yanindaki “N2” (azot) gazi1 dnce tiipiin lstiindeki vanasindan
acilir ve daha sonra tiipe bagli olan regiilatoriin altindaki vana saat yoniiniin tersine
dogru sikistirilarak gazin gegisi saglanir. Ornek yiikleme aparatina gazin dolmasi igin
5-10 dakika beklenir. Cekimler esnasinda gaz stirekli agik kalir.

3. Bilgisayardan OPUS programina girilir ve genel ¢ekimler i¢in programin “Advanced
Measurement” kismi1 kullanilir.

4. Ornek yiikleme aparati ATR ise kristalin oldugu bdlge alkol ve kalinti birakmayan
pecete ile temizlenir ve kapak tekrar kapatilir.

5. Oncelikle herhangi bir 6rnek koymadan “Background Single Channel” tiklanarak bos
hava ¢ekilir ve iglem tamamlanana kadar beklenir. Arkaplan (background) ¢ekimine ait
spektrum ekranda gosterilmez, 6rnek spektrumundan otomatik olarak ¢ikarilir.

6. Arkaplan ¢ekimi tamamlandiktan sonra 6rnek koyularak kapak kapatilir. “Sample
Single Channel” tiklanir ve spektrum penceresinde “Start Measurement” butonuna
basilarak ¢ekim baslatilir.
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