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ABSTRACT

PROTEIN DETECTION BASED ON SURFACE ENHANCED RAMAN
SCATTERING ON PLASMONIC NANOWELLS

ONAT, Hatice
M.Sc. in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Kahraman
Agust 2023
50 pages
Qualitative and quantitative analyses of proteins, which are organic macromolecules
with various functions in the structure of living things, have an important place today.
Surface-enhanced Raman scattering (SERS) technique, which is among the detection
methods of biological and chemical molecules, allows the sensitive, fast, and accurate
detection of proteins. By utilizing the plasmonic properties of nanomaterials, Raman
scattering can be enhanced, and the detection of proteins can be performed even at low
concentrations. Within the scope of this thesis, silver nanoparticles (AgNPs) prepared
by the chemical reduction method were mixed with latex microparticles of different
sizes and deposited on the glass slide surface by the convective assembly method.
Nanowells were obtained by washing latex particles with an organic solvent. Nanowell
SERS substrates were characterized by atomic force microscopy (AFM) and scanning
electron microscopy (SEM). The SERS activities of the prepared surfaces were
determined using 4-aminothiophenol (4-ATP). According to the results obtained, it
was determined that the SERS substrate, consisting of nanowells prepared with 1.0 um
latex particles, had the highest SERS activity. SERS spectra of different concentrations
of proteins (Avidin, BSA, Cytochrome-C, Hemoglobin, and Lysozyme) were taken on
the YZRS substrate with the highest SERS activity, and the lowest detection limit was
determined to be 0.1 pg/mL. The results showed that proteins can be detected down to
low concentrations using SERS substrate prepared with a fast, inexpensive, and simple

technique.

Keywords: Convective assembly, AgNPs, Nanowell, SERS, Latex, Protein.



OZET

PLAZMONIK NANOCUKURCUKLAR UZERINDE YUZEYDE
ZENGINLESTIRILMIS RAMAN SACILMASINA DAYALI PROTEIN
TAYINI

ONAT, Hatice
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mehmet KAHRAMAN
Agustos 2023
50 Sayfa

Canlilarin yapisinda bulunan gesitli gorevlere sahip organik makro molekiillerden olan
proteinlerin nitel ve nicel analizleri giiniimiizde énemli bir yere sahiptir. Biyolojik ve
kimyasal molekiillerin tayin yontemleri arasinda yer alan Yiizeyde Zenginlestirilmis
Raman Sagilmasi (YZRS) teknigi hassas, hizli ve dogru bir sekilde proteinlerin
tespitine olanak saglamaktadir. Nanomalzemelerin plazmonik 6zelliklerinden
yararlanilarak Raman sagilmasi zenginlestirilebilir ve proteinlerin tayini diigiik
derisimlerde bile gergeklestirilebilir. Bu tez kapsaminda kimyasal indirgeme yontemi
ile hazirlanan glimiis nanoparcaciklar (AgNPs) farkli biiyiikliiklerdeki lateks
mikroparcaciklar ile karigtirilarak iletim derleme yontemi ile cam lam yiizeyine
biriktirildi ve organik ¢oziicii ile yikanarak nanogukurcuklar olusturuldu. Elde edilen
nanogukurcuklardan olusan YZRS substratlar1 atomik kuvvet mikroskopu (AFM) ve
taramal1 elektron mikroskopu (SEM) ile karakterize edildi. Hazirlanan yiizeylerin
YZRS aktiviteleri 4-Aminotiyofenol (4-ATP) kullanilarak belirlendi. Elde edilen
sonuglara gore 1,0 pm biyiikligindeki lateks pargaciklart ile hazirlanan
nanogukurcuklardan olusan YZRS substratinin en yliksek YZRS aktivitesine sahip
oldugu belirlendi. En yiiksek YZRS aktivitesine sahip YZRS substrat1 iizerine farkl
derisimlerdeki proteinlere (Avidin, BSA, Sitokrom-C, Hemoglobin ve Lizozim) ait
YZRS spektrumlart alindi ve en diisiik tespit sinirmin 0,1 ug/mL oldugu belirlendi.
Sonuglar hizli, ucuz ve basit bir teknik ile hazirlanan YZRS substrati kullanilarak

proteinlerin diisiik derisimlere kadar tespit edilebilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Iletim derleme, AgNPs, Nanogukurcuk, YZRS, Lateks, Protein.
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BOLUM 1
GIRIS VE AMAC
Proteinler; enzim, antikor, niikleik asit ve hormon gibi biyolojik sistemlerin
caligmasinda Onemli bir yere sahip molekiillerdir. Bir kismi canli viicudunda
sentezlenen proteinlerin bir kismi ise viicudumuzda sentezlenmedigi i¢in digaridan
besinler araciligiyla alinmaktadir. Canlilarda yapisal olarak gorev alan makro
molekiiller olan proteinlerin yap1 ve miktar tayini diger molekiillerle olan etkilesimi
giiniimiizde 6nemli yer tutmaktadir. Protein ile ilgili ¢aligmalarin yiiriitiilebilmesi i¢in
ilk olarak proteinlerin bulunduklar1 karisimlardan ayristirilmast ve saflastirilmasi
gerekir. Proteinlerin hizli, hassas ve dogru bir sekilde tayin edilmelerinin yaninda

diisiik derisimlerde ve karmasik olmayan yontemlerle tayin edilebilmesi 6nemlidir.

Proteinlerin bulundugu ortamdan izole edilmesi ve karakterizasyonunun belirlenmesi
cesitli  yontemler ve teknikler kullanilarak gergeklestirilebilir.  Proteinlerin
saflastirilmast; proteinlerin biiyiikliik/kiitle, sekil, ¢oziintirliik, polarite, affinite gibi
fiziksel 6zellikleri dikkate alinarak gerceklestirilebilir. Proteinleri biiyiikliik/kiitleye
gore ayirmada ultrafiltrasyon, jel filtrasyonu kromatografisi, Sodyum Dodesil Siilfat—
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) , yiiklerine gore saflastirma isleminde
iyon degisim kromotografisi, izoelektrik fokus, polarite farkindan yararlanarak
adsorpsiyon kromatografisi, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) gibi
yontemler kullanilir. Saflagtirilan protein Kiitle Spektroskopisi (MS) ile incelenerek
parmak izi ile 3 boyutlu yapisi ve protein dizilimi ile ilgili bilgi edinilir.

Proteinlerin yapisinin aydinlatilmasinda kullanilan kiitle spektroskopisi yonteminin
yaninda titresimsel spektroskopi yontemleri olarak bilinen Infrared (IR) ve Raman

spektroskopisi yontemleri ile ilgili ¢alismalar giiniimiizde 6nemli yer tutmaktadir.

IR dipol moment degisikligine bagl olarak absorpsiyon spektrumu vermektedir. IR ile
yapilan ¢aligmalarda 6rnek hazirlanmasi uzun ve zahmetlidir. Ayrica suyun spektruma
girisim yapmasi ve spektrumlarin karmasik olmasi gibi dezavantajlart mevcuttur.
Raman spektroskopisinde ise polarite degisimine bagli olarak enerji absorplayan

molekiildeki enerjinin degismesi sonucunda Raman spektrumu elde edilmektedir.



Raman o6l¢iimlerinde su molekiiliinde herhangi bir polarite degisimi olmadig: igin
spektrum olusmamasi ve 6rnek hazirlanamanin kolay olmasi gibi avantajlar vardir. Bu
gibi avantajlar1 nedeniyle Raman spektroskopisi sulu ortamda bulunan analitleri tayin
etmek i¢in kullanim kolaylig1 da saglamaktadir. Ayrica molekiile 6zgii parmak izi
spektrumlar1 ile biyolojik molekiiller ile ilgili bilgilere ulasilabilmektedir.
Avantajlarmin yaninda Raman spektroskopisinin dezavantajlaridan birisi floresansin
spektruma girisim yapmasidir. Bu girisim daha uzun dalga boyuna sahip ve daha az
enerjili lazerler kullanilarak giderilmeye calisilmistir. Diger bir dezavantaji ise Raman
sacilmasi zayif olmasi nedeniyle diisiik siddetli pikler iceren spektrumlarin olusmasina
neden olur. Sacilmayr zenginlestirmek i¢in ise plazmonik oOzellige sahip
nanomalzemeler kullanilarak Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi
(YZRS) ad1 verilen teknik gelistirilmistir. YZRS teknigi i¢in gelistirilen plazmonik
nanomalzemeler kullanilarak analitlerin diisiik olan Raman siddeti artirilir. Boylece
Raman'in her analite spesifik parmak izi bolgesi vermesinden faydalanilarak analite
ait spesifik spektrumlar elde edilerek analitlerin tan1 ve tayini hizli bir sekilde

yapilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda plazmonik nanogukurcuklardan elde edilen bir YZRS substrati
hazirland1 ve hazirlanan bu substrat ile YZRS’ye dayali protein tespiti yapildi. Bu
amag dogrultusunda ilk olarak AgNPs siispansiyonu kimyasal indirgenme teknigi ile
hazirland1 ve karakterize edildi. Daha sonra AgNPs’den elde edilen nanogukurcuklari
hazirlamak i¢in farkli biiyiikliiklerdeki her bir lateks ile AgNPs karistirildi ve boylece
6 farkl1 biiyiikliikte nanogukurcuk elde etmek i¢in 6 farkli karisim elde edildi. Her bir
karisim iletim derleme cihazi ile cam lam yiizeyine diizenli bir sekilde biriktirildi. 6
farkli biiyiikliige sahip lateks-AgNPs karisimi ile elde edilen nanoyiizeyler organik
¢oziicii ile yikanarak ortamdan lateks pargaciklari uzaklastirildi ve boylece AgNPs’den
olusan nanogukurcuklar hazirlandi. Hazirlanan nanogukurcuklardan olusan YZRS
substratlarinin AFM ve SEM ile karakterizasyonu gergeklestirildi. Farkli biiytikliikteki
lateksler ile olusturulan plazmonik nanogukurcuklarin YZRS aktiviteleri 4-ATP ile
belirlendi ve en yiiksek aktiviteye sahip yiizeyin tekrarlanabilirlik 6l¢timii
gerceklestirildi. En yliksek YZRS’e aktivitesine sahip nanogukurcuklardan elde edilen
YZRS substrati Avidin, BSA, Sitokrom-C, Hemoglobin ve Lizozim proteinlerinin
tayini i¢in kullanildi ve her bir proteinin tespit edilebilir en diisiik derisim sinir1

belirlendi.



BOLUM 2
GENEL BIiLGILER

2.1 Nanomalzemeler

Nano kavrami Yunanca ciice anlaminda kullanilir ve 1-100 nm araliginda boyuta sahip
maddelere nanopargacik denir. Nano boyuttaki maddeler makro boyutundaki
maddelere kiyasla daha farkli ve yeni 6zelliklere sahip olmaktadir[1]-[4]. Metrenin
milyarda bir kez kiiciiltiilmesi sonucunda ortaya ¢ikan nano boyutundaki maddeler
fiziksel, kimyasal, optik ve morfolojik oOzellikleri bakimindan farkli 6zellik
gosterirler[5]-[7]. Nano parcacigin yiizey/hacim orani degistirildiginde 6zelliklerinde
degisimler meydana gelmektedir. Bu yiizden nanoparcaciklar1 elde ederken partikiil

boyutunun kontrol edilmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir[8], [9].

Nanopartikiiller farkli bilesim, sekil ve boyutlarda bulunabilirler. Giimiis
nanopartikiilleri nanokiireler, nanoprizmalar, nanobarlar, nanoteller, nanokiipler,
piramitler, nanopiring ve nanogicgekler seklinde bulunabilmektedir. Farkli boyut ve
sekillerdeki glimilis nanopargaciklarinin TEM ve SEM goriintiileri Sekil 2.1°de

gorilmektedir.
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Sekil 2.1 Farkli sekillerdeki giimiis nanoparcaciklarin TEM goriintiileri: (A)
nanokiireler, (B) nanoprizmalar, (C) nanobarlar ve (D) nanoteller. (E)
nanokiipler, (F) piramitler, (G) nanopiring ve (H) nanogiceklerin SEM
goriintileri[10].

Sekil 2.1°de goriildiigii gibi seklinin ve boyutunun farkli olmasi nanopargaciga farkl

ozellikler kazandirmaktadir. Bilindigi iizere metal nanopargaciklarin boyutu ve

seklinin farkli olmas1 olusan yilizey plazmonlarinin degismesi, farkli dalgaboylarinda
absorbsiyon yapmasi gibi bir ¢ok 6zelligi degistirmektedir. Ayrica nanopargacik cinsi

ve bilesimide bu gibi optik 6zellikleri degistirmektedir [10].

Hazirlanan nanoparcaciklarin  yeni o&zelliklere sahip olmasi nedeniyle tip,

biyomiihendislik, elektronik, tekstil savunma sanayi gibi pek ¢ok kullanim alanlari

bulunmaktadir. Kozmetikler, kremler, koruyucular, biyosensorler, kendi kendini
temizleyen esyalar, antibakteriyel bandajlar nanomalzemelerin gelistirilmesi sonucu

elde edilen tirtinlerdir[11]-[14].

2.1.1 Nanomalzemelerin Uretim Yéntemleri

Nanomalzemelerin 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasinda nanoparcacigin bilesimi, cinsi,
boyutu, sekili, ylizey/hacim oran1 etkin rol oynamaktadir. Nanomalzemelerin

ozellikleri goz Oniine alinarak ¢esitli nanomalzeme iiretim yontemleri gelistirilmistir.

Biiyiik molekiiller pargalanip nano boyutlara indirgenebilecegi gibi, atom ve molekiil
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gibi c¢ok kiigiikk yapilarda bir araya getirilerek nanoparcaciklar olusturulabilir.
Nanomalzeme sentez yaklasim yontemleri 2 farkl sekilde gruplandirilmaktadir. (Sekil

2.2)

Yukandan Asagiva Dogru Yaklasim

—

ENERJI

{

Partikiiller

—> —> ‘? »

< ® <= B

‘ Atom veya

Makro boyutlu madde Molektller

hy

ENERJI

<

Asagidan Yukarnya Dogru Yaklasim

Sekil 2.2 Nanomalzeme sentez yaklagimi[15] .

Sekil 2.2°de goriilen nanomalzeme sentezleme yontemleri makro yapilarin; nano
boyuta getirildigi yukaridan asagiya dogru (top down) yOntemi ve atom ya da
molekiillerin bir araya gelirilerek nano yapilarin olusturuldugu asagidan yukariya
(bottom up) yontemi olmak iizere iki grupta incelenir. Ayrica klasik sentez
yontemlerine ek olarak son yillarda yesil sentez yontemi ile yapilan 6nemli ¢aligmalara

da yer verilmektedir[16]-[18] .
2.1.2 Yukaridan Asagiya (Top Down) Uretim Yontemleri

Yukaridan asagiya {retim yoOntemi fiziksel {iretim yOntemi olarak da
adlandirilmaktadir. Disaridan uygulanan mekanik ve kimyasal islemler ile biiyiik
boyutlu malzemeler nano yapili malzemelere doniistiiriilebilir. Bu iglem sirasinda ¢ok

yiiksek miktarda enerji uygulanmasi, nanomalzemenin ucuz bir sekilde ve fazla



miktarda elde edilememesi bu ydntemin dezavantajlarint ortaya c¢ikarmaktadir.
Yukaridan agagiya liretim yontemleri; mekanik asindirma, litografi, yumusak litografi,
elektro patlama, termik (1sil) yontem, gaz atomizorii gibi {iretim yOntemlerini

igerir[19].

2.1.3 Asagidan Yukariya (Bottom Up) Uretim Yoéntemleri

Atom ve molekiillerin bir araya gelerek nano boyuttaki yapilari olusturdugu
nanomalzeme iiretim yoOntemidir. Kimyasal yontem olarak da bilinen asagidan
yukariya yontemi ucuz ve kontrol edilebilir bir yontem olmasi1 bakimindan oldukga
avatajlidir. Asal gaz yogunlastirma, kimyasal indirgeme, molekiiler huzme, lazer
ablasyonu, sol jel, alev sentezi, kimyasal buhar yogunlastirma, atom tabaka ¢okelmesi,
yas kimyasal sentez, elektro patlama asagidan yukaritya dogru nanomalzeme sentez

yontemlerini olusturmaktadir[20].

Yukaridan Asagiya Dogru Asagidan Yukariya Dogru

i Mekanik A§|nd|rma] Yogjs:lla(:;:ma ]
Litografi ] Kimyasal indirgeme ]
’ Yumusak Litografi ] Molekiler Huzme ]
Elektro Patlama ] ' Lazer Ablasyonu ]
Termik (Isil) ] ' Sol Jel ]
Gaz Atamizori ] * Alev Sentezi ]
Elektro Patlama ]

Sekil 2.3 Nanomalzeme iiretim yontemleri.

Sekil 2.3’deki tiretim yontemleri ayn1 zamanda biyolojik yontemler, fiziksel yontemler

ve kimyasal yontemler olarak da farkl bir sekilde siniflandirilabilir[17].



2.1.4 Nanomalzemelerin Karakterizasyonu

Nanomalzemenlerin iiretim asamasi kadar elde edilen nanoparcacigin 6zelliklerinin
ortaya c¢ikarilmas1t  acgisindan  karakterizasyonu da  olduk¢a  Onemlidir.
Nanomalzemelerin incelenen karakterizasyon parametreleri arasinda boyut, sekil,
yiizey alani, ylizey yiikii, gozeneklilik, ¢oziiniirliikk, kimyasal bilesimi gibi 6zellikleri
yer alir. Nanomalzemelerin karakterizasyonunda optik, manyetik, elektriksel, fiziksel,
kimyasal ve morfolojik 6zellikler gibi farkli alanlardaki 6zelliklerin ortaya ¢ikarilmasi
maddeyi tanimak ve c¢alisma alanlarini belirlemek icin olduk¢a Onemlidir.
Karakterizasyon islemleri i¢in en ¢ok kullanilan araglar: Morfoloji ve yiizey
analizlerinde kullanilan Taramali elektron mikroskobu (SEM); boyut, sekil, morfoloji,
ic yapt gibi analizler i¢in gecirimli elektron mikroskobu (TEM); sekil ve yiizey
morfoloji analizinde, atomik kuvvet mikroskobu (AFM); kristal yap1 ve faz analizi,
ortalama kristalit boyutu analizinde, X-Isin1 Kirtnimi (XRD) ya da Enerji Dispersif
X-Ismlar1t (EDX) ve kimyasal kompozisyon analizinde Fourier doniisiim infrared

spektroskopisi (FT-IR) yer almaktadir [19], [21], [22].

Nanomalzeme karakterizasyon teknikleri 4 grupta ele alinabilir. Birinci grup
mikroskopi tabanli karakterizasyon olarak bilinen taramali elektron mikroskobu,
gecirimli elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskobu ve taramali tiinelleme
mikroskobundan olusur. Ikincisi X-1s11 iligkili karakterizasyon teknikleridir. Bu
grupta X-151m kirmimi ve X-1511 fotoelektron spektroskopisi bulunur. Ugiincii grupta
ise spektroskopi tabanli teknikler olan UV-VIS spektrofotometre, Raman
spektroskopi, FTIR spektroskopi yer almaktadir. Bu 3 grupta yer almayan teknikler
diger teknikler olarak smiflandirilabilir. Ayrica nanomalzeme karakterizasyon
tekniklerini incelenecek oOzellik baz alinarak da gruplandirmak miimkiindiir.
Nanoparcacigin boyut ve sekil analizlerinde Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve

Zeta-Sizer kullanilir[8], [23] [24] .

2.2 Raman Spektroskopisi

Molekiiller iizerine 151k gonderildiginde molekiile ¢arpan 1s1k etkilesmeden gecebilir,
sogurulabilir ya da sagilabilir. Sagilan 15181n enerjisinin biiyiik bir kisminda herhangi
bir degisim godzlenmezken cok az kisminin enerjisi ise degisim gosterebilir.
Enerjisindeki degisime bagh olarak 1s181n frekansi da ayni1 oranda degisim gosterir.

Gelen 15181n enerjisinin sacilan 15181n enerjisine esit oldugu sagilma tiirtine Rayleigh



sacilmasi ad1 verilir. Gelen 15181 kiiciik bir kismi ise sagilan 15181n enerjisine yani
frekansina esit degildir. Enerjideki farkliligin nedeni enerjinin molekiillerin titresimine
kullanilmis olmasidir. Milyonda bir gerceklesen bu elastik olmayan sagilmalara
Raman sag¢ilmasi adi verilir. Raman sacilmasi Stokes ve Anti Stokes sagilmasi olarak

iki grupta incelenir. Raman ve Rayleigh sacilmalarina ait eneji diyagrami Sekil 2.4 de

verilmektedir.
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Sekil 2.4 Rayleigh sacilmasi ve Stokes ve Anti-Stokes tiiri Raman sagilmasi
olaylarinin molekiil enerji diyagrami [25] .

Sekil 2.4°de goriildiigii gibi Rayleigh sacilmasinda herhangi bir enerji degisimi soz
konusu olmaz iken Raman sacilmasinin tilirleri olan Stokes ve Anti-Stokes
sacilmalarinda net enerji degisimi olmaktadir

Elastik olmayan Raman sacilmasi ilk kez Hintli bilim insan1 C.V Raman tarafindan
kesfedilmistir. Raman kendi adiyla bilinen bu sacilma tiri ile ilgili yaptig
calismalardan dolayr 1930 yilinda Nobel fizik 6diiliinii almistir. Yayilan 1simnin
frekansinin uyaran 151831n frekansindan daha kiig¢lik oldugu sacilmalara Stokes
Sacilmasi denir. Yayilan 1sinin frekansinin uyaran 1smnin frekansinda daha biiyiik
oldugu sac¢ilmalara ise Anti-Stokes sacilmasi ad1 verilir. Stokes kaymalar1 pozitif deger
alirken Anti-Stokes kaymalar1 negatif deger alir. Stokes sinyalleri Anti-Stokes
sinyallerinden daha siddetlidir. Bu nedenle spektrumlarda Stokes kismi
kullanilmaktadir. Anti-Stokes sagilmasinin olusma ihtimali ¢ok daha disiiktir.
Floresans girigsimi yapan sagilmalar i¢in ise daha diisiik enerjili olduklar1 i¢in Anti-

Stokes kaymalarinin kullanilmasi daha yararlhidir [26]-[29] .



Raman ve IR spektroskopilerinin her ikisi de titresimsel spektroskopisi ¢esidi olsa da
calisma prensipleri ve aktiviteleri birinden farklidir ve birbirini tamamlayan
tekniklerdir. Bir molekiil Raman aktif iken IR inaktif ya da IR aktif olan bir molekiil
Raman inaktif olabilir. Bu farkliliga 6rnek olarak CO; molekiiliiniin Raman ve IR

aktiviteleri sekil 2.5’te karsilastirilmistir.

CO2 Simetrik egilme

> -
- 0 + _ o +
Kizilotesi inaktif Raman aktif
H o A
\ CO, Asimetrik egilme Ay
> >
- o + - o +
Kizilotesi aktif Raman inaktif

Sekil 2.5 CO;, molekiiliiniin IR ve Raman aktivitelerinin karsilagtirilmasi [30].

Sekil 2.5’te de goriildiigii lizere molekiiliin Raman ya da IR aktif olabilmesi o
molekiiliin simetrisi ile iliskilidir. Simetrik molekiiller Raman aktivitesi gosterirken

simetrik olmayan molekiiller IR aktiftirler.

Raman ve IR birinin tamamlayicisi titresimsel spektroskopi yontemleri olmasindan
dolay1 bir molekiilin Raman ve IR spektrumunu olusturan pikler ayn1 veya farklh
frekansta olabilecegi gibi aymi frekansta yer alan piklerin siddetinde de farklilik
olabilir. Sekil 2.6’da benzoik asidin IR ve Raman spektrumlarinin karsilagtirilmasi

verilmektedir.
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Sekil 2.6 Benzoik asidin A) IR veB) Raman spektrumlarinin karsilastirmasi[31].

IR spektroskopisi 1s181n absorpsiyonuna dayanir. Molekiiliin dipol momentinde
degisim veya bununla ilgili bir ylik degisikliginin gergeklesmesi gerekir. Raman
spektroskopisi ise 15181n sagilmasi esasina dayanir. Bir molekiildeki bagin etrafindaki
elektronlarin dagilimindaki anlik bozulma ve sonra bagin bozulma oncesi ilk haline
geri donmesi sirasindaki 1s1n emisyonu ile iligkilidir. Elektron dagilimi bozulan
molekiil, gegici olarak polarizlenir; bir anlik indiiklenmis dipol olusur. Raman
sacilmasi olarak kabul edilebilmesi i¢in bir molekiiliin etkilestigi fotonun frekansina
esit frekansli olarak polarlanabilmesi yani gecici dipol momentinin olugmasi
gerekmektedir. Polarlanabilme sirasindaki degisim frekansi ile molekiiliin titresim

frekansinin uyumlu olmas1 gerekir[29], [32], [33], [34].

2.2.1 Raman Spektrometre Bilesenleri

Raman spektrometre 151n kaynagi, ornek sistemi, dalga boyu se¢ici ve dedektor olmak
lizere dort ana bilesenden olusmaktadir. Sekil 2.7°de Raman spektroskopisinin

sematize edilmis sekli goriilmektedir.
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Sekil 2.7 Raman spektrometresinin ana bilesenleri[35] .

Raman spektroskopisinde, Olglilebilir yeterlilikte siddete sahip Raman sagilmasi
olusturulmas i¢in giicii yiiksek 1s1n kaynagi olan lazer genellikle tercih edilmektedir.
Lazer kisaltilmas1 zorlanmis emisyon ile 151k ¢ogaltmasindan “Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation” ag¢ilimmin bas harflerinden yararlanilarak
tiretilmistir. Lazerler kullanim alanlarma gore farkli dalga boylarinda bulunabilir.
Dalga boyuna bagli olarak lazerler UV, goriiniir bolge ve IR lazerler olmak tizere 3

gruptan olusur.

Ar ve Kr iyon lazeri 488-636 nm dalga boyu araliginda 1is1ma yapmaktadir. Ar ve Kr
iyon lazerlerinde elektriksel pompalama iglemi ile atomlar iyonlastirilir, olusan iyonlar
uyarilir ve yliksek akim yogunluklar1 kullanilmaktadir. Bu nedenle Ar ve Kr iyon
lazerlerinde su ile sogutma ve dayanikli tiip malzemesi kullanilmas1 gerekmektedir.
Gaz lazerlerinden biri de 632.8 nm dalga boyunda siirekli lazer 1s51mas1 yapan He-Ne
lazeridir. Tiip icerisine yerlestirilen elektrotlar yardimiyla elektriksel olarak bir optik
pompalama gerceklestirilmektedir. He gazinin kullanilmasinin nedeni optik
pompalama verimini artirmaktir. Kizilotesi bolgede lazer tiirlerine InAs lazeri InSb ve
CO> lazeri ornek olarak verilmektedir. CO2 lazeri en giiclii lazerdir ve yaygin
kullanima sahiptir. Ultraviyole bolgede kullanilan ¢ok giiclii lazer 1s1masi1 yapan
lazerler ise XeF, KrF ve ArF lazerleridir[30], [31], [35].
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2.2.2 Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (YZRS)

Raman sagilmasi sonucu elde edilen sinyallerin siddetinin diisiik olmasi Raman
spektroskopisi i¢in dezavantaj olusturmakta ve kullanimini sinirlandirmaktadir.
Raman sinyalinin siddetini arttirabilmek icin YZRS teknigi gelistirilmistir. YZRS
tekniginde giimiis (Ag), altin (Au) gibi metalik bir yilizey olusturularak ya da bunlarin
cozeltileri kullanilarak Raman sinyalinin siddeti arttirilabilmektedir. Au, Ag, bakir
(Cu) gibi plazmonik nanoyapilar sayesinde zayif olan Raman sac¢ilmasinin siddetinin
arttirtlmas1 YZRS olarak tanimlanmaktadir[25], [36], [37]. Fleischman ve arkadaslari
Ag ylizeyine damlattiklar1 piridin molekiiliiniin Raman sinyalinin ¢ok yiiksek
goriildiigiinii farketmesiyle ilk defa YZRS ile ilgili gelisim siireci baglamistir[38] .
Metal yiizey plazmonlari kullanilan metalin cinsine boyutuna, sekline ve olusturdugu
dielektirik cevreye gore degiskenlik gosterir[39]. Metal yiizeyi ya da nanopartikiillerin
151k ile uyarilmasi sonucu yiizey plazmonlart uyarildigi i¢in hedef molekiiliin
etrafindaki elektromanyetik enerji arttirtlmakta ve bunun sonucunda Raman
sacilmasinin siddeti artmaktadir. Yiizeyde zenginlestirmenin gerceklestirilebilmesi
icin molekiiliin metal ylizeye absorplanmis olmasi ya da etkilesimin saglanabilecegi

kadar yakin olmasi gerekir.

YZRS tekniginin olusturulmasinda iki ana mekanizmaya yer verilmektedir. Bu
mekanizmalarda birisi  elektromanyetik zenginlestirme digeri ise kimyasal
zenginlestirmedir. Elektromanyetik zenginlestirme uygun morfolojideki metal
yiizeylerin yiizey plazmonlarinin elektromanyetik alan ile zenginlestirilmesiyle olusur.
Zenginlestirme ylizey plazmonlar1 sayesinde metalik nanoyapilar etrafinda lokalize
olmus elektromanyetik alan mekanizmasindan kaynaklanir. Raman sagilmasina
ugrayan 151n yogun elektromanyetik alan ile karsilastiginda indiiklenmis dipol moment
biiyiikliigiiniin artmasindan dolayr Raman sagilmasinin siddeti de artar. Kimyasal
zenginlestirmede metal ve molekiiller arasinda yiik transferi gerceklestirilir. Metal
yiizeye adsorpsiyon sonucu molekiiliin elektronik yapisinda meydana gelen degisimler
sonucu kimyasal zenginlestirme gerceklestirilir. Metal yapi lizerine absorbe edilen
analit molekiilii ile metal nanoyapilar arasindaki elektronik gecisler sayesinde
gerceklesir. Elektromanyatik zenginlestirmenin etkisi kimyasal zenginlestirmenin
etkisinden daha biiyiiktiir. Zenginlestirme faktorii genellikle 10%-108 arasinda iken tek

bir molekiiliin tayininde zenginlestirme faktorii 10'* de ulasabilmektedir[40], [41] .
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2.2.3 YZRS Substratlar:

Yiizey zenginlestirme amaciyla kullanilan yapilar YZRS substrati olarak adlandirilir.
YZRS substratlar1 temelde kati, kolloidal ve esnek substratlar olarak

gruplandiralabilir. Sekil 2.8’de farkli substrat cesitlerine ait SEM goriintiileri

verilmektedir.
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Sekil 2.8 Farkli YZRS substrat tiirlerinin SEM gorintiileri. (A) Kiiresel altin

nanopartikiiller, (B) altin nanocubuklar, (C) glimiis nanobarlar, (D) giimiis
plazmonik nanokubbe dizisi, (E) altin nanokiimesi, (F ) altin nanodelikler,
(G) glimiis nanobosluklar, (H) giimiis nanosiitunlu film ve (I) giimiis nano

sutunlar [42].

Sekil 2.8’de goriildiigi gibi altin ve giimiisten elde edilmis sekil ve boyutu birbirinden
farkli olan kati, sivi ve esnek YZRS substratlarina ait ornekler verilmektedir. Kati
substratlar olarak Au, Ag, Cu, Aliiminyum (Al) gibi metaller kullanilmaktadir. Bu

metaller UV bolgesinde plazmonik 6zellik gostermektedir. Glinlimiizde Ag ve Au gibi
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soy ve yarisoy metaller diisiik oksidasyon ve yiiksek zenginlestirme faktorleri
nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir. Al ve Cu metallerinin ucuz olmasi gibi
avantajlarinin yaninda yiiksek oksidasyon ve diisiik zenginlestirme faktoriine sahip
olma gibi dezavantajlart vardir. YZRS substatlarinin ikinci grubunu ise kollaidal
stispansiyonlar olusturmaktadir. Kolloidal siispansiyonlarin YZRS zenginlestirme
faktorlinlin yiiksek olmasi ve kolay hazirlanmasi gibi avantajlart vardir. Kullanilan
nanopartikiillerin yiizey yiikii ile molekiiliin yilizey yiikii ylizeyler arasi etkilesimden
dolay1 ¢ok onemlidir. Kolloidal nanopartikiil ile etkilesen analiz edilen molekiiliin
yikkii zit oldugunda YZRS zenginlestirme faktoriinde artma goriilmektedir. NP
agresyonu oldugunda sicak nokta olusumunun artmasiyla YZRS zenginlestirme
faktorii artmaktadir. Fakat ¢ok bliylik yiginlar elektron bulutunun bozulmasi sonucu
soniimleme yapmakta ve YZRS aktivitesini azaltmaktadir. Diger substrat ¢esidi ise
esnek substratlardir. Kagit ve polimerden elde edilen esnek subtratlar ise mekanik
olarak esnektir ve maliyetleri diistiktiir. Bu nedenle esnek YZRS substratlari, diisiik
maliyetli sensorler olarak tibbi ve endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Esnek
substratlarin plazmonik 6zellikleri nanopargaciklarin sekil ve boyutunun degistirilerek
ayarlanmasinin yani sira mekanik olarak biikiilmesi ve gerilmesi sonucu da

ayarlanabilir[42].

YZRS teknolojisinin gelistirilmesinde ve uygulanmasinda YZRS substratlarinin
hazirlanmasinin 6nemi biiyliktiir. Son yapilan c¢alismalarda YZRS substratlari
mikroakigkan ¢iplere entegre edilerek biyokimyasal analizlerde kullaniimasini
saglayan mikroakiskan YZRS c¢ipleri gelistirilmistir. Sensor algilama, biyolojik
molekiillerin tan1 ve tayini, sahtelik onleyici barkodlarda ¢oklu molekiil tayini igin

sensOr tiretimi gibi genis kullanim alanlarina sahiptir.

Lokalize yiizey plazmon rezonansinin neden oldugu -elektromanyetik alanin
yogunlastigr lokalize bolgelere sicak noktalar denir[37]. Sicak noktalar YZRS
aktivitesini arttirarak YZRS sinyalinde artisa neden olur. Sicak noktalarin gelisimi ti¢
grupta incelenebilir. Birinci grup sicak noktalar tek bir geometri nanoyapilara sahip
metal nanopartikiillerden olusmaktadir. Cubuk altin nanopartikiiller, yildiz altin
nanopartikiiller, kiire altin nanopartikiiller birinci grupta yer almaktadir. Ikinci grup
YZRS sicak noktalar1 nanoparcacik dimerleri, nanodesenli yiizeylerde nanobosluklar

gibi birlesmis nanoyapilardan veya nanoparcacik dizilerinden olusmaktadir. Elde
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edilen YZRS sinyal yogunlugu, birinci nesilden 2-4 kat daha biiyiik olabilir. Nano-
stitun dizileri, SHINERS dizileri ve nanokiire litografi (NSL) dizilerinin tiimii {i¢lincii

grup YZRS substratlarina 6rnektir[39], [43]-[45] .

2.3 Proteinler

Proteinler 20 ¢esit aminoasitten meydana gelmis biyolojik polimerlerdir. Canli
organizmalarda farkli gorev ve islemlerde yer alirlar. Hormonlarin yapisi, tagima ve
depolama, mekanik destek, sinir uyarimi ve iletimi enzimatik katalizleme gibi farklh
biyolojik gorevleri vardir. Proteinlerin molekiil agirliklar1 10000 ila birka¢ milyon
dalton arasindadir. Proteinlerin yap1 ve gorevlerinin farkli olmasinin nedeni aminoasit
dizilimlerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Proteini meydana getiren amino

asitler arasindaki baga peptit bagi denir.
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2.3.1 Protein Yapilar

Proteinlerin yapis1 dort seviye de incelenir; birincil, ikincil, tiglinciil ve dordiinciil yap1

(Sekil 2.9)[46], [47].

(b)

(c) Polipeptid zinciinin %
katlanmas: 3

Iki yada daha
(d) fazla polipeptid
zinein ’

Dordincil Yap

Sekil 2.9 Proteinlerin birincil, ikincil, ti¢iinciil ve dordiinciil yapilarinin gosterimi[48].

Her bir protein Sekil 2.9°da goriildiigii gibi temel amino asit dizilimini gosteren primer
yapi ile baglar bunu sirast ile ikincil iglinciil ve dordiinciil yapilar takip ederek bilinen

protein yapist meydana gelmektedir (Sekil 2.9).

Primer (Birincil) yapi; bir proteindeki dogrusal amino asitlerin dizilisini ifade eder

ve proteinin omurgasini olusturur. Bu yapt DNA’daki baz dizilisi tarafindan sifrelenir.
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Sekonder (ikincil) yap1; Aminoasitlerin temel bilesenleri olan amin ve karboksil
gruplar1 arasindaki hidrojen baglarindan olusan yapilardir. Sekonder yapida a-heliks

veya B-levha yapilari olusur.

Tersiyer (Uciinciil) yapi; dogrusal yapida birbirinden uzak noktalardaki amino asitler
arasindaki sterik etkilesmelerden kaynaklanir. Amino asit dizisinin katlanmis ¢
boyutlu yapisini ifade eder. Proteinin aktif bolgesini olusturur. Tersiyer yapida belli
bir diizenlilik yoktur. Zayif etkilesimler bu yapinin olusumunda rol oynar. Disiilfid
bag tersiyer yapiy1 daha kararli hale getirir.

Kuaterner (Dérdiinciil) yapi; Bazi proteinler birden fazla polipeptid zincirine
sahiptir. Birden fazla polipeptid zincirine sahip olan proteinlerde kuarterner yapiya

rastlanir[47], [49].
2.3.2 Protein Denatiirasyonu

Proteinlerin sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilarinin bozulmasina ve aktivasyonun
kaybolmasina denatiirasyon denir. Protein denatiirasyonuna neden olan etkenler kisaca

su sekildedir.
Sicaklik: Proteinler 50-60 °C’den yiiksek sicakliklarda denatiire olmaktadir.

pH: Ortamin kuvvetli asidik ya da kuvvetli bazik olmasi proteinlerin denatiire
olmasina sebep olmaktadir. Genel olarak proteinlerde pH 4’iin altinda ve pH 10’un

tizerinde denatiirasyon goriilmektedir.

Organik coziiciiler: Proteinler alkol, aseton ve eter gibi organik c¢oziiciilerle

etkilestirildiklerinde denatiire olmaktadirlar.

Agir metaller: Arsenik, glimiis, aliiminyum, civa, ¢inko, kadmiyum, krom, kursun,
altin ve nikel gibi metaller agir metal olarak bilinir. Agir metallerin biyolojik olarak

bir dnemleri olmadigi gibi ve bu metallerin toksik etkileri s6z konusudur[50]-[52].

Proteinlerin monomerleri aminoasitlerdir. Aminoasitler yapisinda karboksil grubu
(-COOH), amino grubu (-NH2), ve yan grup (—R) grup tasir. Aminoasitlerin birbirine
baglanmasi sonucu bir kovalent bag olan peptid bagi olusur. Sekil 2.10°de

aminoasitlerin yapist gosterilmistir.
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Sekil 2.10 Aminoasitlerin genel yapisi[53].

Sekil 2.10°da temel amino asit yapisinda verilen degisken grubun farkli olmasindan
kaynaklanan 20 c¢esit aminoasitin varligi bilinmektedir. Bu aminoasitlerin 1s1k
absorplama Ozelliklerinden yararlanilarak proteinlerin tayini i¢in spektrofotometrik
yontemler kullanilabilir. Fakat aminoasitler goriiniir bolgede 1s181n1 absorplamaz ve
biitiin aminoasitler 220 nm’den diisiik dalga boylarinda absorpsiyon verirler. Bunun
yani sira aminoasit ¢esidi olan tirozin ise 15181 280 nm’de absoplamaktadir. Proteinlerin
bircogu tirozin aminoasiti icerdiginden 280 nm’de Ol¢iim ile proteinlerin analizi

geceklestirilmektedir [54], [55] [44].

Aminoasitler yapisal olarak asidik ya da bazik yapida bulunabilirler. Asidik
aminoasitlerin pH’lar1 7°den kiiciik iken bazik aminoasitlerin pH degerleri 7’den
biiyiiktiir. Proteinler ortamin pH degerine gore farkli yiiklere sahip olabilir.
Proteinlerin ytiklerini belirleyen, proteinlere 6zgii olarak farklilik gésteren ve proteinin
notr halde bulundugu pH degerine izoelektrik nokta (pI) denir. Asidik 6zellik gosteren
amino asitlerin pl degeri diisiik iken bazik 6zellik gosteren aminositlerin ise pI degeri
yiiksektir. Proteinler pI’ya bagl olarak negatif yiiklii, pozitif yiiklii ya da ndtr halde
bulunabilirler. Proteinlerin yiikii elektrik alandaki hareketlerini etkiler. Proteinler
Izoelektrik pH’inin {izerinde negatif yiikliidiir, elektrik alaninda hareketleri anoda
dogrudur. Izoelektrik pH’1 nin altinda proteinin yiikii pozitif olup elektrik alanda
hareketi katoda dogrudur [52].
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2.3.4 Proteinlerin Saflastirilmasi

Protein saflastirilmasinda kullanilan pek ¢ok yontem vardir. Saflastirma verimin
yiiksek olmasi i¢in proteine uygun saflastirma yontemi secilmesi gerekir. Saflastirma
islemi sonucunda elde edilen protein seyreltik halde bulundugundan saflagtirma islemi
sonucunda Ornege deristirme islemi uygulanir. Protein saflastirmasi i¢in uygulanan

yontemler asagida verilmistir[54], [55].

=

Kromatografik Yontemler

Jel Filtrasyonu

IS

Iyon degistirici kromatografisi

z
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Elektroforetik Yontemler

a. Elektroforez

b. Izoelektrik fokuslama

3. Santrifiigasyon Yontemleri

a. Densiti gradient (zonal ) santrifiigasyon

b. Differansiyel santrifiigasyon

&

Dializ ve Ultrafiltrasyon

2.5 YZRS’ye Dayal Proteinlerin Tayini

YZRS biyolojik ve biyolojik olmayan molekiillerin nitel ve nicel analizlerinde yaygin
olarak kullanilabilmesi nedeniyle yaygin bir ¢aligma alanina sahiptir. Giinliik
hayatimizda tiikettigimiz gidalarin  giivenilirligi i¢cin YZRS yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gida analizlerinde biyomolekiillerin kati maddelerin, enzim ve
bulasan madde miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in YZRS temelli ¢alismalar
yapilmistir. Yapilan bir calismada YZRS substrati olarak kullanilmak tizere kolloidal
ozellikte ¢ubuk seklinde altin nanopartikiiller (Au-NRs) ve kiiresel sekilli giimiis
nanopartikiiller (AgNPs) sentezlenmistir. Kolloidal haldeki nanopartikiillerin
siispansiyonlar1 ve altin kapli cam yiizeyler {izerine nanopartikiillerin toplanmasi
sonucunda ii¢ farkli Ozellikte YZRS temelli platformlar olusturulmustur. Bu
platformlar Au-NRs, AgNPs ve Au-AgNPs olarak adlandirilmigtir. Raman aktif

isaret¢i boya molekiilleri kullanilarak askorbik asit tayini, kafein, yapay
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tatlandiricilarin kantitatif tayini ve E.coli sayisinin belirlenmesi i¢in YZRS temelli

platformlar olusturulmustur[69].

Ayni zamanda YZRS’nin en yaygin kullanim alanlarindan bir tanesi protein
analizleridir. Proteinlerin hizli ve hassas analizi, hastaliklarin teshisi ve ilag
etkinliklerinin arastirilmasi, tedavi siirecinin izlenmesi ve biyomedikal ¢alismalarda
yeni protein biyobelirteglerinin kesfi i¢in kritik 6neme sahiptir. Proteinlerin tespiti igin
kiitle  spektroskopisi, immuneassay gibi pek c¢ok analitik yOntemler
kullanilmaktadir. Ancak, bu yontemler yavas, pahali ve karmasiktir. Proteinlerin hizls,
hassas ve diisiik derisimlerde bile tayini icin spektroskopik yontemlerin kullanimi

Onemli bir arastirma konusudur[56], [57] .

YZRS’ye dayali protein analizlerinde kullanilan yontemler etiketli (spesifik) ve
etiketsiz (spesifik olmayan) olarak iki grupta incelenmektedir. Etiketli yontemde
proteinlerin etkilesim saglayacagi hedefleyici ajanlar olan aptamerler veya antikorlar
kullanilmaktadir. Etiket olarak kullanilacak hedefleme ajanlari nanometalik
parcaciklarin yiizeyine kovalent olarak baglanmaktadir. Hedefleme ajan1 ve proteinler
arasinda baglanma gerceklestiginde spektrumdaki degisiklik molekiillerin varligini
ifade etmektedir. Etiketsiz yontemlerde molekiiller dogrudan substrat ile
etkilestirilerek molekiiliin titresim diizeylerindeki enerjileri parmak izi yontemi ile
analiz edilmektedir. Bu titresim enerjilerine ait sinyalleri arttirmak i¢in kullanilan
proteinlerin etiketsiz yontemlerle analizi, diisiik maliyet, minimum numune hazirlama
stiresi ve kimyasal etiketlemenin olasi yan etkilerinin olmamasi gibi avantajlar
sunmaktadir. Literatlirde etiketli ve etiketsiz yonteme ait pek cok calisma yer

almaktadir [58]-[61].

YRZS ‘ye bagli protein tan1 ve tayini ile ilgili literatiirde genis kapsamda arastirma
bulunmaktadir. Protein ekspresyon seviyelerindeki ve protein yapisindaki
degisiklikler YZRS ile protein miktarindaki degisimlerden belirlenerek c¢esitli

hastaliklarin teshisinde ve tedavi siirecinin izlenmesinde kullanilabilmektedir[62].

Bir calismada da AP(1-42) oligomerlerinin ve Tau protteinlerinin tespiti Alzheimer
Hastaliginin teshisinde 6nemli yer tutmaktadir. Bu proteinlerin tayini polyA aptamer-
AuNP’LER (Paapt-AuNP’ler) konjulatlar1 kullanilarak ¢ok kisa siirede YZRS ile
gerceklestirilmektedir[64]. Alzheimer Hastaligi gibi YZRS kanser hastaliklarinin
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teshisinde ve tedavisinde de kullanilmaktadir. Yapilan bir g¢alismada 50 nm
boyutundaki kiiresel AuNP’ler ovaryum kanser ila¢ direncinin arastirilmasinda YZRS
substratt olarak kullanilmistir. Cis duyarli A2780 ve A2780 cis direngli hiicre
hatlarinin spektrumlart incelendiginde %84 dogruluk orani ile ayirt edilebildigi

gorilmustir[65] .

Yapilan baska bir ¢calismada ise Prostat spesifik antijeni (PSA) tespitinde aptasensor
olarak AgNP’ler ve silikon nanoteller kullanilarak substrat olusturulmustur. Glimiis
nanoteller SINW’ler varliginda amid baglarindan kaynaklanan YZRS titresim modlar1

incelenerek PSA proteinin tespiti gerceklestirilmistir [66].

Etiketsiz yontemlerin yami sira etiketli yontemlerde analizlerde kullanilmaktadir.
Nanoetiketler kullanilarak kanserli hiicrelerdeki trozin fosforilasyonu YZRS
kullanilarak incelenmistir. Fosfotirozini spesifik olarak ayirt edebilen YZRS
nanotaglar1 fosfotirozini diger fosfat iceren tiirlerden ayirt etmede kullanilmaktadir.
Etiketli yontemler proteinlerin baglanma boélgeleri ila¢ kesti ve gelistirilmesinde de
onemlidir. Yapilan caligmalarda peptit karisimlarinin karmasikligi calismalar
giiclestirmektedir. Protein bdlgelerinin baglanma yerlerinin tespit edilmesi i¢in alkin
etiketli Raman taramasi kullanilabilir.  Alkin ile etiketlenen kiigiik molekiiller
proteinlerle kovalent bag olusturur. Alkin etiketli peptitler glimiis nanopartikiilleri
kullanilarak YZRS ile tespit edilmis ve MS/MS’ye gonderilerek baglanma yerleri
tespit edilmistir. Yapilan caligsmada sistein proteaz katepsin B’deki inhibitor baglanma

bolgesi belirlenmistir[67].

Etiketli YZRS tespiti antikor gibi ajanlar kullanilmasi gerektigi icin pahali bir
yontemdir. Yapilan bir ¢aligmalarda protein tespitinde antikor kullanimi yerine
polidopamin baskili dis katmandan olusan molekiiler olarak dengelenmis polimerler
(MIP) yapay reseptorler olarak kullanilmistir. Midyeden ilham alinarak yapilan
modelde hedef protein ile polimer arasindaki reaksiyon YZRS aktif substratin akisinin

bloke edilmesi sonucu gerceklesir[68] .

YZRS ayn1 zamanda saglik problemlerinin olusumunu engellemek amaciyla protein
sentez mekanizmasinin aydinlatilmasi ve protein sentezinin durulmasi gibi amagclarla
da kullanilmaktadir. Sitotoksin bir protein olan abrin en zehirli bitki proteinlerinden

biridir. Protein sentez mekanizmasimi geri doniisiimsiiz olarak etkileyen abrin
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proteinin insan i¢in 6ldiiriicii miktar1 0.1-1 pg/kg olarak bilinmektedir. 70-80 nm
AuNS’ler YZRS subsratlar1 olarak tiyolath polietilen glikol (mPEG-SH) ve hiicreye
niifuz eden peptit (TAT) ile modifiye edilmis ve etiketsiz Raman gelistirme substratlari
olarak kullanilmigtir. Abrin kaynakli hiicre hasarlarim1 tespit etmek ig¢in farkh
zamanlarda (0 saat, 2 saat, 4 saat, 8 saat, 12 saat ve 24 saat) Raman spektrumlari
alimmistir. Farkli zamanlardaki spektral farkliliklari kullanilarak hiicre ig¢indeki

maddelerin miktarlarindaki degisim tespit edilmistir[68].
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BOLUM 3
MATERYALLER VE YONTEMLER

3.1 Cihazlar

[letim-Derleme Diizenegi (PI)

Saf Su Cihaz1 (Millipore)

pH metre (WTW)

Terazi (A&D Company Limited)

Sonikator (Wise Clean)

Vorteks (DZG Science)

Santrifiij (Nuve NF 400)

Atomik Kuvvet Mikroskopu (Park System XE-100E)
Raman Spektrometre (Renishaw Invia)

UV/Goriiniir Bolge Spektrofotometre (Termo Scientific- Evolution 201)
Zetasizer (Malvern Nano ZS)

3.2 Kimyasallar

Siilfat Lateks Parcaciklar (In Vitrogen)
Glimiis nitrat (AgNO3) (Sigma-Aldrich)
Potasyum dikromat K>CrO4 (Sigma-Aldrich)
Siilfirik asit HoSO4 (Tekkim)

Sodyum sitrat dihidrat (Na3CsHsO7.2H20) (Merck)
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Kloroform CHCIs (Isolab)

Diklorometan CH>Cl» (Sigma-Aldrich)
Toluen C7Hg (Sigma-Aldrich)
4-aminotiyofenol (4-ATP) (Sigma-Aldrich)
Avidin (Sigma-Aldrich)

S1gir Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)
Hemoglobin (Sigma-Aldrich)

Sitokrom c (Sigma-Aldrich)

Lizozim (Sigma-Aldrich)

3.3 AgNPs’nin Sentezlenmesi

AgNPs sitrat indirgenme yontemiyle sentezlendi[70]. Bu yonteme gore 90 mg AgNOs
tizerine 500 mL saf su ilave edilerek AgNO; katis1 ¢oziildii. Cozelti 500 rpm hizla
300°C de manyetik karistiricida bir balik yardimiyla karistirilarak 1sitildi. Kaynamaya
baslayan AgNOs ¢ozeltisi lizerine damla damla 10 mL sodyum sitrat ¢ozeltisi (%1)
eklendi. Siispansiyonun hacmi yariya diisene kadar yaklasik 1 saat 15 dakika boyunca
karisim kaynatildi ve sonrasinda oda kosullarinda sogumaya birakildi. Elde edilen
AgNPs siispansiyonu 22 pm boyutundaki fitreler ile filtre edilerek igerisindeki
safsizliklar uzaklastirildi. Boylece yaklasik olarak 50 nm boyutunda kiiresel sekle
sahip AgNPs sentezlendi. Sentezlenen AgNPs siispansiyonunun sentez asamalarina ait

fotograflar1 Sekil 3.1°de verilmektedir.
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Sekil 3.1 AgNOs c¢ozeltisinden AgNPs’in sentez asamast A) AgNOs ¢ozeltisinin
kaynama esnasindaki fotografi, B) Sodyum sitrat dihidrat ilavesi sonrasindaki

fotograf ve C) Elde edilen AgNPs siispansiyonu fotografi.

3.4 Cam Lamlarin Hazirlanmasi

Kromik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in potasyum dikromat iizerine yavas yavas 1 L
stilfiirik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Hazirlanan kromik asit ¢dzeltisi icerisinde 1 giin
stiresince cam lamlar bekletildi. Bu ¢ozeltide bekletilen lamlar saf su ile yikandi.
Suyun cam iizerinde yayilmasina dikkat edilerek secilen hidrofilik lamlar saf su

igerisinde saklandi.

3.5 100X AgNPs Hazirlanmasi

AgNPs siispansiyonundan 50 mL alinarak 4100 rpm’de 99°dk boyunca santrifiijlendi.
Santirifiijleme sonucu iist kistmdaki siipernatant 49,5 mL alinarak atild1 ve boylece 0,5

mL 100X AgNPs siispansiyonu elde edildi.

3.6 Farkh Derisimlerde Protein Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen proteinler 1 mg/mL derisimde sulu c¢ozeltiler seklinde
hazirlanarak -20’de stoklandi. Stok ¢ozelti kullanilarak seyreltme islemi sonucunda
sirastyla 100, 10, 1,0 ve 0,1 pg/mL farkli derisimlerde 1 mL protein ¢ozeltileri

hazirlandi. Seyreltme islemi sirasinda kullanilan saf suyun pH degeri 7,5tir.

3.7 Lateks ile AgNPs’nin Karistirilmasi

Bu ¢alismada 6 farkl biiyiikliige sahip nanogukurcuk yiizeyi elde etmek icin 6 farkli
biiyiikliikte lateks ( 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6 um ) kullanildi. Buzdolabindan alinan
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lateks kullanilmadan 6nce vortekslendi. 4 pL lateks ile 36 pL. AgNPs siispansiyonu

karistirildi. Bu islem her bir lateks i¢in tekrarlanarak 6 farkli karisim hazirlandi.

3.8 iletim Derleme Yontemi ile Yiizey Hazirlanmasi

[letim derleme (convective assembly) cihazi bir bilgisayar diizenegi ile kontrol edilir.
fletim derleme cihazinda stage olarak da adlandirilan hareketli yiizey, motor, adaptor,
hareketli cam ve sabit cam bulunur. Nanoyiizey elde etmek i¢in cihazin optimizasyonu
yapilarak stage hiz1 0,5um/s olarak belirlendi ve iki cam ylizey arasindaki ac1 23°’lik
ac1 olacak sekilde ayarlandi. iletim derleme cihazinin fotografi ve AgNPs-lateks

karigiminin cam slayt iizerinde yiiriitiilme fotografi Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Sekil 3.2 iletim derleme cihazinin fotografi ve AgNPs-lateks karisiminin cam slayt

izerinde yliriitiilme fotografi.

Sekil 3.2°de goriildiigii gibi 9:1 oraninda hazirlanan 40 pL AgNPs-lateks karisimi
iletim derleme cihazindaki acis1 ayarlanan lam yiizeyine damlatildi ve 6 farkl

biiyiikliige sahip homojen nanoyiizeyler elde edildi.

3.9 Nanocukurcuklarin Olusturulmasi

Iletim derleme yontemi ile yiizeye biriktirilen AgNPs-lateks karisiminin YZRS teknigi
ile yapilacak olan protein analizlerinde kullanilabilmesi i¢in lateks pargaciklarin
ortamdan uzaklastirilarak AgNPs’den olusan nanogukurcuklarin lam tizerinde kalmasi
gerekir. Bu amag¢ dogrultusunda lateks pargaciklarini ortamdan uzaklastirmak icin

kloroform, diklorometan, toluen gibi organik ¢oziiciiler ile nanoyiizeyler yikandi.
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3.10 Hazirlanan Nanocukurcuklarim YZRS Aktivitesinin Belirlenmesi

6 farkli biiyiikliige sahip nanogukurcuk yiizeylerinin YZRS aktivitelerini belirlemek
icin 4-ATP kullanilarak maksimum YZRS aktivitesi belirlendi. Bu amag
dogrultusunda her bir nonagukurcuk yiizey 1 mM 4-ATP c¢ozeltisi icerisinde 1 saat
inkiibe edildi. Daha sonra su ve alkol ile yikand1 ve kuruyan her bir ylizeyin 785 nm
dalga boyuna sahip Raman spektrometresi ile (Lazer giicii: 0,3 mW (%]1), objektif:
50x, maruz kalma stiresi: 1 s) YZRS o6l¢timleri yapildi. Kuruyan yiizeyler lizerindeki

rasgele on noktadan Sl¢iim gerceklestirilerek tekrarlanabilirlik spektumlari elde edildi.

3.11 Hazirlanan Nanocukurcuklarin Uzerinde YZRS’ye Dayah Proteinlerin

Tayini

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen proteinlerin 1 mg/mL derisimli sulu
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu stok proteinler -20°de stoklandi. Proteinlerin
fizikokimyasal oOzelliklerinin tespit edilmesi i¢in hidrodinamik c¢aplar1 ve zeta
potansiyelleri Zetasizer cihazi kullanilarak ol¢iildii. 100,0;10,0;1,0 ve 0,1pg/mL
derisimindeki proteinlerden 5 pL alinarak en yiiksek aktiviteye sahip nanoylizeyler
tizerine damlatilarak kurumaya birakildi. Daha sonra kuruyan yiizeyler iizerinden
proteinlerin YZRS spektrumlari, 785 nm dalga boyuna sahip Raman spektrometresi
ile (Lazer giicli: 0,3 mW (%]1), objektif: 50X, maruz kalma siiresi: 1 s) elde edildi.
Kuruyan ylizeyler iizerindeki rasgele on noktadan Olgiim gergeklestirilerek
tekrarlanabilirlik spektumlar elde edildi. Bu tez ¢alismasinda kullanilan proteinlerin

listesi Tablo 3.1°de verilmektedir.

Tablo 3.1 Kullanilan proteinlerin listesi

Proteinler
Avidin
BSA

Lizozim

Hemoglobin

Sitokrom-C
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BOLUM 4
BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Giimiis Nanocukurcuklarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu tez kapsaminda YZRS’ye dayali protein tayini i¢in kimyasal indirgeme yontemi ile
giimiis nanopargaciklar (AgNPs) sentezlendi ve sentezlenen AgNPs UV/goriiniir bolge
spektrofotometresi ve Zetasizer cihaz ile karakterize edildi. Sentezlenen AgNPs’nin
UV/goriiniir bolge spektrofotometresi (Thermo Scientific —Evolution 201) ile 300-800
nm dalgaboyu araliginda ol¢limii gerceklestirildi. Cozelti halinde bulunan AgNO3
renksiz iken nanoboyuta indirgendiginde dalga boyu goriiniir bolgeye kaymasi sonucu
renkli bir siispansiyon elde edildi ve renkli siispansiyonun maksimum absorbsiyon
dalga boyunun 420 nm oldugu belirlendi. Ayrica AgNPs Zetasizer cihazi ile elde
edilen biiyiiklik dagilim grafigine goére ortalama biiyiikliikleri hidrodinamik
(nanopargaci@in bir sivi igerisindeki ¢api) ¢aptan dolayr yaklagik 78 nm olarak

belirlendi.

Karakterizasyonu yapilan AgNPs siispansiyonu ile lateks karigtinlmadan once
YZRS’de kullanilan substratin homojen olmasi 6nemli oldugun gibi nanopargaciklar
arasindaki mesafenin korunmasi énemlidir. Bu nedenle yiizey plazmonlar: arasindaki
etkilesim olmas1 icin partikiiller arasindaki mesafeyi ayarlamak amaciyla AgNPs
siispansiyonunun derigimi artirilmalidir [70]. Ayse OZBAY’ in yapmis oldugu bir
calismaya gore bu etkilesimin en iyi oldugu AgNPs derisimi 100X’tir. Bu tez
calismasinda derisimi 100X olan AgNPs siispansiyonu ile lateksler karigtirarak

nanoytizeyler elde edildi.

Karakterizasyonu yapilan AgNPs siispansiyonu ile lateks karistirildi ve bdylece 6
farkl biiyiikliikteki lateksler ile 6 farkli karisim hazirlandi. Her bir karigim igin iletim
derleme yontemi ile nanoyiizeyler elde etmek icin kullanilacak camlar hidrofilik hale
getirildi. Ciinkii cam lamlar genelde hidrofobik halde bulunurlar. Deneyde AgNPs ve
lateksten olusan karisimlarin iletim derleme yonteminde homojen dagilmasi icin

camlarin hidrofilik yapida olmasi gerekir. Hidrofobik yapida olan cam lamlar kromik
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asit icerisinde bekletilerek hidrofilik hale getirildi. Hidrofilik hale getirilen cam lam
yiizeylerine Sekil 3.2°deki gibi AgNPs-lateks karisimi damlatilarak iletim derleme
cihazindan nanoylizeyler elde edildi. Elde edilen her bir nanoyiizeyi temsil etmek
amactyla AgNPs ve 1,6 pm’lik lateks karisiminin yliriitme sonrasi olusan nanoyiizey

fotografi 6rnek olarak Sekil 4.1°de goriilmektedir.

Sekil 4.1 AgNPs ve 1,6 um’lik lateks karisiminin yiiriitme sonrasi olugsan nanoyiizey

fotografi.

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi homojen bir nanoylizey elde edilmistir. Homojen yiizey
elde etmek i¢in ortam sicakliginin ve nemin kontrolii 6nemli parametrelerdir. Ortam
sicakligr yiiksek olursa lateks parcaciklart hizli bir sekilde kururken nem fazla ise
lateks pargaciklarinin ge¢ kurumasina neden olur ve bu ylizden homojen bir nanoytizey
olugmaz. Ayrica iletim derleme cihazinin stage hizi, iki cam pargacig arasindaki aci,
cam yiizeyin hidrofilik ve temiz olmasi diizgiin bir dagilim elde edebilmek i¢in diger
onemli parametrelerdendir. Bu ¢alisma kapsaminda materyal metot kismindaki
optimum sartlar saglanarak homojen vyiizeyler elde edildi. Elde edilen
nanoyiizeylerden nanogukurcuklarin olusturulmast i¢in ortamdan latekslerin
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amag i¢in bu tez kapsaminda hazirlanan AgNPs ve
lateks karisimdan elde edilen nanoyiizeyler kloroform, diklorometan ve toluen
cozeltileri ile ayr1 ayr1 yikandi ve bu ¢oziiciilerden en iyi lateks uzaklastirma islemi

kloroform ¢ozeltisi ile gergeklestirildi.

Nanoyiizeylerin homojenligini karakterize etmek icin 6 farkli biiyiiklige sahip
yiizeylerin yikama dncesi ve sonrasinda SEM ve AFM cihazlari ile yiizey topografileri
incelendi. Ilk olarak farkli biiyiikliikteki AgNPs-lateks karisimindan olusan
nanoyiizeylerin kloroform ile yikama oncesi ve yikama sonrast SEM goriintiileri

alindi. Biitiin ylizeyleri temsilen 0,8; 1,0; 1,2; ve 1,6 pm biiyiikliigiindeki lateks
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pargaciklari ile hazirlanmis olan nanoyiizeylerin, AgNPs-lateks yikama oncesi (sag)

ve yikama sonrasi nanoyiizeylerin SEM goriintiileri Sekil 4.2 ve 4.3’te verilmektedir.

Sekil 4.2 AgNPs-lateks nanoyiizeylerinin yikama oncesi (sol) ve yikama sonrasi (sag)

SEM goriintiileri (10000X biiyiitme).
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Sekil 4.3 AgNPs-lateks nanoylizeylerinin yikama oncesi (sol) ve yikama sonrasi (sag)

SEM goriintiileri (30000X biiyiitme).

Sekil 4.2’°de 10000X ve Sekil 4.3’te 30000X biiylitme ile elde edilen veriler
incelendiginde sol taraftaki goriintillerde AgNPs’in lateks etrafinda diizenli ve
homojen olarak dagildig1 ve istenen hegzagonel yapinin olustugu goriilmektedir. Sag
taraftaki goriintiiler incelendiginde ise organik ¢oziicii ile yikama islemi sonucunda
ortamdan latekslerin uzaklastig1 ve lateksin bulundugu bolgelerden uzaklastirilmasi
sonucu nanogukurcuklar olustugu goriilmektedir. Ayrica kullanilan lateks

biiyiikliigiine bagli olarak olusan nanogukurcuklarinda biiyiidigli gortilmektedir.
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Kullanilan lateks biiyiikliigline bagli olarak nanogukurcuklarin biiyiikligi degistigi
gibi lateksler arasindaki mesafede dogru orantili olarak artmaktadir. Lateks arasindaki
mesafe artiginda daha fazla nanoparcacigin bu mesafeye diizenli olarak yerlestigi
goriilmektedir. Lateks biiyiikliigline gore degisen mesafeleri daha iyi gézlemlemek
amactyla farkli biyikliikteki latekslerden elde edilmis nanogukurcuklarin SEM
goriintlileri Sekil 4.4. de goriilmektedir.

Sekil 4.4 Farkli biiytikliikteki latekslerden elde edilmis nanogukurcuklarin SEM
goriintiileri (20000X).
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Sekil 4.4 incelendiginde lateks biiylikliigii arttikga lateks pargaciklari arasindaki
mesafenin arttig1 ve bu lateks bosluklar1 arasini dolduran AgNPs’nin kapladiklari

alanin daha fazla oldugu goriilmektedir.

Elde edilen yiizeylerdeki nanoparcaciklarin 2 boyutlu SEM verilerini desteklemek
amaciyla yikama Oncesi ve yikama sonrasi yilizeylerin 3 boyutlu AFM ile
karakterizasyon analizleri yapildi. Biitiin AFM goriintiileri non-contact mood ile 0,5
Hz tarama hiz1 ile elde edildi. Biitiin yiizeylerden alinan verileri temsilen Sekil 4.5°te
AgNP-lateksten olusan yiizeyin ve lateksin organik ¢6ziicii ile uzaklastirilmasi sonucu

elde edilen yiizeyin AFM goriintiileri verilmektedir.

Sekil 4.5 AgNPs-1,6 um lateks pargaciklarin (solda), AgNPs nanogukurcuklarin
(sagda), 3D AFM goriintiileri.

Sekil 4.5’te goriildiigii gibi 3D goriintiileri elde edilen AgNPs-1,6 pm lateks
karisiminin yilikseklik analizi ve bu karisimdan lateksin uzaklastirilmasi sonucu elde
edilen nanogukurcuklarin derinlik analizi software programu ile belirlendi. Sekil4.5’te
organik ¢oziicii ile yitkanmadan once lateksler ylizeyde tiimsek olustururken yikama
islemi sonrasinda ortamdan ayrilan lateks parcaciklarin yerleri nanogukurcuklar
olusturmaktadir. Ayrica Sekil 4.6’da yikama 6ncesi yiizeylerdeki latekslerin ytikseklik

ve yikama sonrast olugsan nanogukurluklarin 2D derinlik analizi verilmektedir.
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Sekil 4.6 Yikama Oncesi yiizeylerdeki latekslerin yiikseklik ve yikama sonrasi olugan

nanogukurcuklarin 2D derinlik analizi.

Sekil 4.6°da elde edilen verilere gore 1,6 um biiyiikliglinde lateks pargaciklar ile
olusturulan lateks-AgNPs karisimindan olusan yiizeyin tomografisi incelendiginde
lateks biiytikliigline bagli olarak tiimsek olustugu goriilmektedir, yitkama sonrasi lateks
uzaklastirmas: sonucu elde edilen yiizeyde ise uzaklasan lateksin yerini
nanogukurcuklar olusturmaktadir. Elde edilen AFM ve SEM goriintiilerine
bakildiginda nanogukurcuklarin genislik ve derinliginin lateks biiyiikligii ile degistigi
gozlemlendi. Boylece elde edilen tiim yiizeylerin optik karakterizasyonlar1 yapildi ve

istenilen sonuglar elde edildi.
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4.2 Hazirlanan Nanocukurcuklarin YZRS’ye Dayali Etiketsiz Protein Tespitinde

Kullanilmasi

Bu tez kapsaminda proteinlerin YZRS dayali tespiti i¢in ilk olarak proteinlerin
fizikokimyasal (bliytlikliikk ve zeta poatansiyel) oOzellikleri zetasizer ile belirlendi.

Zetasizer cihazi ile tim proteinlerin hidrodinamik c¢aplar 6l¢iildi (Sekil 4.7).

16.2 e Avidin
====H em oglobin
12.2
e Sitokrom-C
e =
§ 8.2 Lizozim
ur =—=BSA
4.2
0.2
0.1 1 10 100 1000 10000
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Sekil 4.7 Proteinlerin hidrodinamik ¢ap grafigi.

Sekil 4.7°de goriildiigi gibi Ol¢iim sonrasi her bir proteinin hidrodinamik ¢ap1
birbirinden farklidir. En biiylik hidrodinamik capa sahip olan BSA iken en kii¢lik
hidrodinamik ¢apa sahip olan Sitokrom-C’dir. Ayrica proteinlerin biiyiikligiinii
etkileyen Onemli parametrelerden bir tanesi molekiil agirligidir. Farkli molekiil
agirhigina sahip proteinlerin sekilde goriildiigii gibi protein biyiikligii farklidir. Ayrica
diger fizikokimsayasal Ozellikleri ile zetasizer sonuglari Tablo 4.1°de birlikte

verilmektedir.

Tablo 4.1. Proteinlerin fizikokimyasal 6zellikleri.

Molekiil izoelektrik Hidrodinamik Zeta

Protein Ad1 sgirhgi(kDa)  nokta (pI) Cap (nm) Potansiyeli(mV)
Avidin 66,0-67,0 10,0 8,7 19,1
BSA 66,0 4,7-4,9 10,2 -24.8
Sitokrom C 12,4 10,4-10,8 49 23,1
Hemoglobin 64,5 6,8 8,2 -7,6
Lizozim 12,6 11,3 5,0 33,1
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Tablo 4.1 dikkatli bir sekilde incelendiginde zeta potansiyellerinin izoelektrik nokta
ile dogrusal bir degisim gosterdigi goriilmektedir. Izoelektrik noktalar1 diisiik olan
proteinler negatif zeta potansiyeline, izoelektrik noktalar1 yiiksek olan proteinlerin zeta
potansiyelleri pozitif degere sahiptir. Izoelektirik noktalar1 yiiksek olan proteinler yani
pozitif zeta potansiyele sahip olanlar avidin, sitokrom-C ve lizozimdir. Diigiik
izoelektrik noktasina sahip olan yani zeta potansiyeli negatif olan proteinler ise BSA
ve hemoglobindir. Hidrodinamik c¢aplarin molekiil agirliklari ile dogru orantili oldugu

gorilmektedir.

YZRS deneylerinde 6nemli parametrelerden bir tanesi tekrarlanabilirlik oldugundan
dolayr maksimum YZRS aktivitesine sahip olan yiizeylerin tekrarlanabilirligini
incelemek icin yiizey tlizerinden 10 farkli noktadan Raman 6l¢iimleri yapildi. Elde

edilen spektrumlar YZRS tekrarlanabilirlik grafigi olarak Sekil 4.8’de verilmektedir.
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Sekil 4.8 Aymi yiizey iizerinde 10 farkli bolgeden alinan YZRS spektrumlarinin
tekrarlanabilirligi.

Sekil 4.8°de AgNPs-1,0 um lateks karisimi ile hazirlanan yiizeyin herhangi bir
bolgeden alinmis 10 spektrumu goriilmektedir. Spektrumlara bakildiginda hazirlanan
yiizeyin neredeyse her bolgesinden alinan spektrumlarin birbirine benzer oldugu

goriilmektedir. Ayrica rastgele segilen 10 noktadan alinan YZRS spektrumlarinin
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varyasyon katsayisi yaklasik 4 olarak hesaplandi. Bu sonug¢ bize elde ettigimiz

yiizeylerin olduk¢a homojen ve tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.

Ayrica 1,0 um buyiikliikteki lateks parcaciklariyla farkli zamanlarda sentezlenen
AgNPs ile farkli zamanlarda yiizeyler hazirlandi. Sekil 4.9°da farkli zamanlarda
hazirlanarak 4-ATP ile inkiibe edilmis yilizeylerin YZRS spektrumlart alinarak
tekrarlanabilirligi test edildi.
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Sekil 4.9 Farkli zamanlarda hazirlanmis yilizeylerden elde edilen YZRS spektrumlari.

Sekil 4.9°da goriildiigii gibi farkli zamanlarda sentezlenen AgNPs kullanilarak
AgNPs-1,0 um lateks karigimi ile 3 farkli tarihte hazirlanan yiizeylerden alinan YZRS
spektrumlarinin  tekrarlanabilirliginin iyi oldugu spektrumlarin birbirine olan
benzerliklerinden anlasilmaktadir. Bu sonuglara gore hazirlanan ylizeylerin
aktivitelerinin yiizey {lizerindeki herhangi bir noktadan ya da farkli zamanda

hazirlanmasindan bagimsiz olarak tekrarlanabilir oldugu gézlemlenmistir.

Proteinlerin fizikokimyasal o6zellikleri incelendikten sonra protein tayininde
kullanilacak en yiiksek aktiviteye sahip nanoyiizeyi belirlemek icin farkl: biiyiikliikteki
lateksler ile elde edilen nanogukurcuk yilizeylerinin 4-ATP inkiibasyonu sonrasi alinan

YZRS spektrumlar1 karsilastirildi. (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10 Farkl biiytikliikteki lateksler ile elde edilen nanogukurcuk yiizeylerinin 4-
ATP inkiibasyonu sonrasi alinan YZRS spektrumlari.

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi lateks biiyiikliigli degistikce olusan ylizeyin Raman
aktivitesi degigsmektedir. Raman aktivitesinin farkli olmasinin nedeni AgNPs’nin
plazmonik 6zellik gostermesi ve E-alan siddetinin degisiminin farkli olmas1 yiizey

aktivitelerini degistirmektedir.
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Sekil 4.11 YZRS spektrumlarindan elde edilen 1077 cm™’deki pik siddetlerinin
degisim grafigi

Sekil 4.11°de goriildiigii gibi lateks biiyiikliigii degistikce olusan AgNPs aktivasyonun
degistigi goriilmektedir. Raman siddetinin farkli olmasimnin nedeni AgNP’lerin
plazmonik 06zellik gostermesi ve E-alan siddeti degisiminin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Lateks biiyiikliigiiniin kiiciik olmasindan dolay1 ¢cok fazla AgNPs
bir araya gelerek agregasyon olusturmakta bu yiizden de olusan plazmonlarin birbirini
sonlimlemesi sonucunda zayif E-alan yogunlugu olusturmaktadir. 1,0 um
biiyiikliigiinde lateks kullanildiginda ise E-alan yogunlugunun da artti§1 maksimum E-
alan giddetinin elde edildigi goriilmektedir. 1,0 pm’den biiyiik lateksler
kullanildiginda ise AgNPs arasindaki mesafe giderek artmakta ve plazmonik yapilar
arasindaki etkilesim azaldigindan E-alan siddetinde azalma meydana gelmektedir.
Sonug olarak 1,0 pm biiyiikliigli sahip lateksler ile hazirlanan yiizeylerin en yiiksek
YZRS aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Tekrarlanabilirligi iyi ve aktivitesi en yiiksek olan bu yiizeyler proteinlerin tespiti igin
YZRS substrati olarak kullanilmistir. Protein analizlerinde de ilk olarak YZRS
substratinin tekrarlanabilirligi incelenmistir. Her bir protein i¢in hazirlanan yilizeylere
protein damlatildiktan sonra ylizeyler {izerinden 10 farkli noktadan YZRS 6l¢iimleri
alinmistir. Bu Ol¢limlerin tamamini temsilen Avidin ve Hemoglobin proteinlerinin

YZRS tekrarlanabilirlik spektrumlar1 Sekil 4.12°de goriilmektedir.
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Sekil 4.8 Avidin ve Hemoglobin proteinlerinin YZRS tekrarlanabilirlik spektrumlart.

Sekil 4.12°da AgNPs-1,0 um lateks karisim1 hazirlanan yiizeyin herhangi bir bolgeden

alinmis 10 spektrumu goriilmektedir. Spektrumlara bakildiginda hazirlanan yiizeyin

neredeyse her

gorilmektedir.

bolgesinden almman spektrumlarin  birbirine benzer oldugu

Ayrica 1,0 pm biyiikliikteki lateks parcaciklariyla farkli zamanlarda sentezlenen

AgNPs ile hazirlanan farkli yilizeyler lizerinde tiim proteinleri temsilen Avidin ve BSA

proteinlerinin her biri i¢in 10 farkli noktadan alinan spektrumlarin ortalamasi alindi.
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Sekil 4.13’te farkli zamanlarda Avidin ve BSA ile edilmis farkli yiizeylerin YZRS

spektrumlari alinarak tekrarlanabilirligi test edildi.
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Sekil 4.13 3 Farkli yiizey iizerinde Avidin ve BSA proteinlerinden elde edilen YZRS
spektrumlarinin tekrarlanabilirligi.
Sekil 4.13°te Avidin ve Hemoglobin proteinlerine ait elde edilen YZRS spektrumlarina

bakildiginda farkli zamanlardaki tekarlanabilirligin iyi oldugu goriilmektedir.
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Sonuglara bakildiginda analitlerden bagimsiz olarak, tez kapsaminda hazirlanan YZRS

substratlarinin tekrarlanabilirliginin iyi oldugu gézlemlenmektedir.

Daha sonra 100 pg/mL derisimine sahip her bir proteinin (Avidin, BSA, Sitokrom-C,
Hemoglobin ve Lizozim) YZRS substrati {izerine damlatilarak on farkli spektrum
alinmig ve bu spektrumlarin ortalamasi alinarak her bir proteine ait YZRS

spektrumlariin karsilastirilmasi Sekil 4.14’te goriilmektedir.
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Sekil 4.14 Her bir proteine ait YZRS spektrumlarinin karsilastirilmasi.

Sekil 4.14’te goriildiigli gibi belirtilen proteinlerin YZRS spektrumlarina bakildiginda
her bir spektrum kendine spesifik oldugu goriilmektedir. Ayni1 piklerin bulundugu
Raman kaymalarina bakildiginda ise Raman siddetlerinin birbirinden farkli oldugu

spektrumlarda acik bir sekilde goriilmektedir.

Son olarak bu tez kapsaminda hazirlanan substratlar ile biitiin proteinlerin tayin
edilebilecek en diisiik derisim limiti belirlendi. Bu amag i¢in biitiin proteinlerin 100,
10, 1,0, 0,1 pg/mL olacak 4 farkli derisimi hazirland1 ve her biri substrat ylizeyine
damlatilarak yine on farkli noktadan spektrum alindi ve bu spektrumlarin ortalamalari
hesaplanarak farkli derisimlerde hazirlanan her bir proteine ait YZRS spektrumlari

elde edildi (Sekil 4.15)
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Sekil 4.15 Farkli derisimlerde hazirlanan her bir proteine ait YZRS spektrumlari.

Sekil 4.15 incelendiginde YZRS substrati lizerine damlatilan her bir proteinin derisimi
azaldikca spektrum siddetinin azaldig1 goriilmektedir. Spektrumlardan da gorildigi
tizere her bir proteinin 0,1 pg/mL derisimine kadar tespit edilebildigi goriilmektedir.
Buda bizlere bu tez kapsaminda hazirladigimiz YZRS substratinin oldukga yiiksek bir

zenginlestirme faktoriine sahip bir yiizey oldugunu gostermektedir.

43



BOLUM 5
SONUC
Bu tez kapsaminda da YZRS’ ye dayali protein tayini yapmak i¢in basit, ucuz ve
hassas bir yontem gelistirdik. YZRS de O6nemli olan ilk basamak YZRS aktif
substratlar gelistirmektir. Daha sonra gelistirilen bu substratlarin aktiviteleri
belirlenmeli ve son olarak da etiketli ya da etiketsiz sec¢ilen YZRS teknigine gore

analitin tayin edilmesi gibi agamalar1 bulunmaktadir.

[k olarak tez kapsaminda YZRS aktif yiizeyleri hazirlamak icin kullanilan AgNPs
slispansiyonu  sentezlendi ve AgNPs Zetasizer ve UV/goriiniir bdlge
spektrofotometresi ile karakterize edildi. Daha sonra AgNPs homojen bir YZRS
yiizeyi elde etmek ig¢in deristirilerek 100X’lik bir siispansiyon elde edildi. Bu
stispansiyon farkli biiytikliiklerdeki lateks parcaciklari ile karistirilarak 6 farkli karigim
elde edildi.

Hazirlanan 6 farkli biiyiikliikteki lateks ile elde edilen 6 farkli AgNPs-lateks karisim
iletim derleme yontemi ile cam lam yiizeyi tizerinde biriktirildi. Ciinkii olusan
plazmonik etkinin birbirini soniimleme yapmamasi ve diizenli agregasyon olusturarak
zenginlestirme faktorlinli artirmasi i¢in nanopargaciklarin uygun mesafede bulunmasi
gerekmektedir. Daha sonra biriktirilen nanoyiizeyler kloroform ile yikanarak lateks
parcaciklar1 ortamdan uzaklastirildi ve bdylece nanogukurcuklardan olusan bir YZRS
substrat1 elde edildi. Lateks parcaciklariin farkli boyutlarda kullanilmasindan dolay1
olusan nanogukurcuklarin da farkli biiyiikliikte oldugunu ve yikama sonrasi ortamdan
tamamen uzaklastigin1 gozlemlemek amaci ile hem yikanmayan hem de yikanan

nanoyiizeyler SEM ve AFM ile optik karakterizasyonlar1 gerceklestirildi.

SEM ve AFM goriintiileri incelendiginde yikamadan Once latekslerin farkl
biiyliklerde tiimsekler olusturdugu ve karisimdaki AgNPs bu latekslerin etrafinda
diizenli bir sekilde dizildigi gozlemlenirken yikama sonrasi latekslerin ortamdan
tamamen uzaklastigini olusturdugu nanogukurcuklarin goriintiilenmesi ile belirlendi.

Ayrica her bir lateksin biiytikliigiine gore etrafinda dizilmis olan AgNPs alaninin dogru
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orantil1 bir sekilde artig1 da gézlemlenmistir. Bu sonug bize diizenli agregasyonlarin
oldugunu gostermektedir. Karakterizasyon sonuglarina gore 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6

um biiyiikliigiindeki nanogukurcuklardan olusan 6 farkli YZRS substrati elde edildi.

Daha sonra elde edilen nanogukurcuklarin YZRS aktivitelerini belirlemek i¢cin Raman
aktif molekiil olan 4-ATP ile YZRS substratlar1 inkiibe edildi ve Raman Olgiim
sonuglarina gore en yiiksek aktivite ve tekrarlanabilirlige sahip olan YZRS subtratinin
1,0 wm biyiikligindeki lateks parcaciklarindan elde edilen nanogukurcuklarin
olusturdugu nanoyiizey oldugu belirlendi. Ayrica en yiiksek aktiviteye sahip YZRS

substratinin varyasyon katsayisi 4 olarak hesaplandi.

En yiiksek aktiviteye sahip olan YZRS substrati Avidin, BSA, Sitokrom-C,
Hemoglobin ve Lizozim proteinlerinin tayini i¢in kullanilmadan 6nce proteinlerin
fizikokimysal ozellikleri incelendi. Daha sonra her bir proteinin YZRS substrati
tizerinde Raman Olglimleri gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gore proteinler
basarili bir sekilde tayin edildi. Her proteinin tekrarlanabilirliginin oldukga yiiksek
oldugu sonucuna ulasildi. Son olarak her bir proteinin YZRS subtrati tizerinde tespit
edilebilecek en diisiik derisim sinir1 belirlendi ve elde edilen sonuglar proteinlerin 0,1

ng/mL’ye kadar tespit edilebilecegini gosterdi.

Elde edilen sonuglara bakildiginda bu tez kapsaminda yeni bir YZSR substrat1 elde
edildi ve bu substrat proteinlerin tayininde basarili bir sekilde kullanilarak tezde

hedeflenen basariya ulasildig1 agik¢a goriilmektedir.
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