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ABSTRACT

PROTEIN DETECTION ON PLASMONIC NANODOMES BASED ON
SURFACE-ENHANCED RAMAN SCATTERING

TOSUN, Adile
M.Sc. in Chemistry Department
Supervisor: Assoc. Prof. Mehmet KAHRAMAN
May 2018
49 pages

Surface-enhanced Raman scattering (SERS) is a powerful technique used today for the
detection and characterization of chemical and biological molecules and structures.
Rapid, sensitive and accurate detection of proteins is significant in both clinical and
industrial applications. In this thesis, SERS-based protein detection on plasmonic
nanodomes is investigated. For this purpose, plasmonic silver nanodomes (AgNDs)
are first obtained. To prepare AgNDs, 1600 nm latex particles are first deposited
uniformly on a glass slide using convective-assembly method. Polydimethylsiloxane
(PDMS) is poured onto prepared latex particles film and polymerized by temperature.
The polymerized PDMS is removed from the surface of the film to obtain nanovoids
on the PDMS. The obtained PDMS nanovoids are used as molds to prepare AgNDs.
The PDMS nanovoids are filled with Ag by electrochemical coating to obtain AgNDs.
The obtained AgNDs are characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Atomic Force Microscopy (AFM). The prepared AgNDs are used as SERS substrates
for the protein detection. Model proteins are used to test the performance of AgNDs
in protein detection. For this purpose, SERS spectra are obtained by dropping the
proteins at different concentrations on AgNDs. It is determined that the reproducibility
of the obtained SERS spectra is good. SERS spectra are obtained by dropping protein
solutions in decreasing concentrations on AgNDs to determine the lowest detection
concentration. The results demonstrate that, a detection limit down to 0.05 pg/mL of
proteins could be detected regardless of the protein type and size.

Keywords: Surface-enhanced Raman scattering, Detection, Plasmonics, Silver
nanodomes, Proteins



OZET

PLAZMONIK NANOKUBBELER UZERINDE YUZEYDE
ZENGINLESTIRILMIS RAMAN SACILMASINA DAYALI PROTEIN
TAYINI

TOSUN, Adile
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Boliimii
Tez Yoneticisi: Do¢. Dr. Mehmet KAHRAMAN
Mayis 2018
49 sayfa

Yiizeyde zenginlestirilmis Raman sacgilmast (YZRS) gilinlimiizde kimyasal ve
biyolojik molekiillerin ve yapilarin tespiti ve karakterizasyonu i¢in kullanilan giiclii
bir tekniktir. Proteinlerin hizli, hassas ve dogru tespiti hem klinik uygulamalarda hem
de endiistriyel uygulamalarda son derece dnem arz etmektedir. Bu tezde plazmonik
nanokubbeler tizerinde YZRS dayal1 protein tespiti arastirildi. Bu amag i¢in oncelikle
plazmonik glimiis nanokubbeler (AgNDs) elde edildi. AgNDs hazirlamak igin
oncelikle 1600 nm biiyiikliigiinde latex parcaciklari iletim derleme yontemi ile cam
lam ylizeyine diizenli bir sekilde biriktirildi. Olusan latex par¢aciklari filminin tizerine
polidimetilsiloksan (PDMS) dokiilerek sicaklikla polimerlesmesi saglandi.
Polimerlesen PDMS film ylizeyinden sokiilerek PDMS iizerinde nanogukurguklar elde
edildi. Elde edilen PDMS nanogukurcuklar AgNDs hazirlamak i¢in kalip olarak
kullanildi. PDMS nanogukurcuklar elektrokimyasal kaplama ile Ag ile doldurularak
AgNDs elde edildi. Elde edilen AgNDs Taramali1 Elektron Mikrokopu (SEM) ve
Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM) ile karakterize edildi. Hazirlanan AgNDs protein
tayininde YZRS substratt olarak kullanildi. AgNDs protein tespitinde
kullanilabilirligini test etmek i¢cin model proteinler kullanildi. Bu amag i¢in farkl
derisimlerdeki proteinler AgNDs iizerine damlatilarak YZRS spektrumlari alindi. Elde
edilen YZRS spektrumlarinin tekrarlanabilirliginin iyi oldugu belirlendi. En diisiik
tespit derisimi belirlemek i¢in azalan derisimlerdeki protein c¢ozeltilerini AgNDs
iizerine damlatarak YZRS spektrumlar1 alindi. Elde edilen sonuglar, proteinlerin
yiikiinden ve biiyiikliigiinden bagimsiz 0.05 pg/mL’ye kadar proteinlerin tespitinin
yapilabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Yiizeyde zenginlestirilmis Raman sag¢ilmasi, Tespit, Plazmonik,
Glimiis nanokubbeler, Proteinler
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BOLUM 1
GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde proteinlerin yap1 ve islevinin tayininin yanisira minimum miktardaki
proteinlerin varlig1 ve diger molekiiller ile etkilesiminin tespiti nemli yer tutmaktadir.
Bir¢ok hastaligin teshisinde yol gosterici olan proteinler; sadece klinik uygulamada

degil ilag, gida ve temizlik {iriinlerinde de karsimiza ¢ikmaktadir.

Protein tayininde uygulanan islemlerde Oncelikle proteinlerin ayrilmasi ve
saflastirilmast icin kromatografik yontemlere basvurulur. iki boyutlu poliakrilamit jel
elektroforez (2D PAGE), Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), Kapiler
Elektroforez (CE) ile ayrisma ve saflastirma islemi saglanir. Daha sonra enzim ile
parcalanip Kiitle Spektroskopisi (MS) ile incelenir. Bu sekilde alinan parmak izi ile
protein dizilimi ve 3 boyutlu yapist tahmin edilir. Bunlarin yanisira X-iginlari
kristalografisi ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopide protein yapist
belirlemede tercih edilmektedir [1].

Proteinlerin diger molekiiller ile etkilesimini agiga kavusturmak i¢in kemiiliminesans
ve floresans metotlar1 kullanilmaktadir. Bu tekniklerin yaninda Infrared (IR) teknigi
de kullanilmaktadir. Ozellikle molekiillerin kimyasal yapisi ile ilgili bilgi vermesi
biyolojik molekiil karakterizasyonunda kullanilabilmektedir. Fakat IR spektroskopisi
suyun girisimi nedeniyle sorun ¢ikarmaktadir. Bu nedenle Raman spektroskopisinin
kullanilmas: daha avantaj saglamaktadir. Cilinkii Raman spektroskopisi sudan ¢ok az
etkilenir. Ayrica kati, sivi, gaz farketmeksizin analiz edilebilmektedir. Numune
hazirlamanin kolay olusu ve sulu 6rnegin analiz edilebilir olmas1 Raman spektroskopi
teknigini daha ¢ok tercih edilmektedir. Fakat diisiik dalga boylu lazer kullanildigi
takdirde sacilma ile floresans spektrumuda alimmaktadir. Proteinlerin polarizasyonu
icin yiiksek enerjili lazer 11nlar1 yapilarin par¢calanmasina neden olur. Bu sorun diisiik
enerjili uzun dalga boylu lazerler kullanilarak ortadan kaldirilmaktadir. Karsimiza
¢ikan ikinci sorun ise Raman sagilmasinin zayif olmasidir. Giiniimiizde bu sorunu
ortadan kaldirma ve Raman sagilimini zenginlestirmek icin yeni bir teknik

gelistirilmistir. Yiizeyde zenginlestirilmis Raman sac¢ilmast (YZRS) kolloidal

1



nanopargaciklar (altin, giimiis, bakir) ylizeyine veya bu metaller kullanilarak
olusturulan ince film yiizeylerine adsorplanmis orneklerden Raman spektrumlarini
elde etmeye dayanir. Zenginlestirme yontemi elektromanyetik ve kimyasal
zenginlestirme olmak iizere iki sekilde karsimiza ¢ikmaktadir. Molekiil ve
nanoparc¢acik arasindaki yiik transferinden kaynaklanan kimyasal zenginlestirme
olarak adlandirilirken nanopargaciklarin kendi etrafinda olusturduklar1 yiizey
plazmonlarindan kaynaklanan elektrokimyasal zenginlestirme olarak adlandirilir.
Raman sagicilar yogun elektromanyetik alan ile etkilestikleri zaman indiiklenmis dipol
moment bilyiikliigii artar ve buna bagl olarak elastik olmayan Raman sagilmasinin
siddeti artar. Kimyasal zenginlestirmeye gore alinan sagilma siddeti daha yiiksek
oldugu icin elektromanyetik zenginlestirmeye dayali ¢aligmalar daha c¢ok ilgi
gormiistiir. YZRS’ nin diisiik derisimlerde tek molekiile kadar hassas sonuglar vermesi

giiniimiiz ¢calismalara 151k tutucu niteliktedir.

Bu tez ¢aligmasinda plazmonik nanokubbeler iizerinde YZRS dayali protein tespiti
arastirildi. Bu amag icin oncelikle giimiis nanokubbeler (AgNDs) elde edildi. AgNDs
hazirlamak i¢in oncelikle 1600 nm biiyiikliiglinde latex pargaciklar: iletim derleme
yontemi ile cam lam yiizeyine diizenli bir sekilde biriktirildi. Olusan latex pargaciklari
filminin tizerine polidimetilsiloksan (PDMS) dokiilerek sicaklikla polimerlesmesi
saglandi. Polimerlesen PDMS film yiizeyinden soklerek PDMS iizerinde
nanocukurcuklar elde edildi. Elde edilen PDMS nanogukurcuklar AgNDs hazirlamak
icin kalip olarak kullanildi. PDMS nanocgukurcuklar elektrokimyasal kaplama ile Ag
ile doldurularak AgNDs elde edildi. Elde edilen AgNDs taramali elektrok mikrokopu
(SEM) ve atomik kuvvet mikroskopu (AFM) ile karakterize edildi. Hazirlanan AgNDs
protein tayininde YZRS substrati olarak kullanildi. AgNDs protein tespitinde

kullanilabilirligini test etmek icin model proteinler kullanildi.



BOLUM 2
GENEL BIiLGILER

2.1 Raman Spektroskopisi

Bazi molekiillere gonderilen 1gmnin bir kismini sagilmaya ugradigini ve dalga
boyundaki kaymalarin sa¢ilmaya neden olan molekiillerin kimyasal yapisina bagl
oldugunu 1928°de Hintli fizik¢i C.V. Raman ag¢iklamis ve bu agiklamasi ile 1931
yilinda Nobel Fizik ddiiliine layik goriilmiistiir.

Monokromatik 1s1k iiretebilen bir lazer kaynagiyla numuneyi goriiniir bolge (400-800
nm) ya da yakin-IR ‘de (800 nm-2500 nm) isinlama sonucu Raman spektrumlari
Ol¢iiliir. Sagilan 151n1n spektrumlari 1ginlama siiresi boyunca genellikle 90° de olgtiliir.
Uyarma dalga boyu numunenin absorpsiyon dalga boyundan uzakta secilir boylece
floresans olugmasi dnlenir. Raman ¢izgilerinin siddeti, kaynak siddetin %0,001°1 kadar
fazladir. Bu nedenle dedekte edilmesi ve Olglilmesi IR titresim bantlarindan daha

glictiir [2].

Kaynaktan numune {izerine diisen 1sinlar, her dogrultuda sagilmaya ugrar. Gelen 1sin,
bir sanal enerji diizeyine uyarma saglar ve sonra kaynak ismina sagilan Raman
fotonlar1 molekiillerin titresim hallerine bagl olarak daha diisiik ya da daha yiiksek
enerjili bir foton yayilir. Yayilan 1sinin frekansi uyaran 1gininkinden daha kiigiik ise,
bu olaya "Stokes Sa¢ilmasi” denir. Titresimsel uyarilmig bir haldeki molekiillerde
esnek olmayan bir siiregle 151n sagip enerjisi olan bir Raman sinyali verebilir. Frekansi
kaynak 1sininkinden daha yiiksek olan sagilmis 1sinlar Anti-Stokes sagilmadir. Temel
titresim enerji diizeyi uyarilmis titresim diizeylerine gore, daha yliksek popiilasyonlu
oldugu icin stokes hatlar1 anti-stokes hatlarindan daha siddetlidir. Bu nedenle
spektrumun sadece stokes kismi kullanilmaktadir. Ayrica floresans, anti-stokes
bolgesine degil, stokes bolgesine dnemli girisim getirir. Bu nedenle floresans gosteren
numunelerde anti-stokes sinyalleri daha diisiik siddetlerine ragmen daha yararli oldugu

sOylenebilir.



Enerjisi, uyaran fotonun enerjisi hvex olan esnek sagilmalarda vardir ve bunlara
"Rayleigh sacilmasi” denir. Rayleigh sag¢ilmasinin enerjisi ile kullanilan 15181n enerjisi
aynidir. Raman kaymasi dalga sayisi (veya A) olarak verilir. Raman kaymasi asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanir.
Raman kayma51 (Cm_l) =(l/lqkullamlan 1$1n )'(1/1{53@11311 1510 )

Sacgilan 1s1min dalgaboyu kullanilan 1smnin dalga boyundan biiyiik olmasi stokes
sacilmasidir. Bu nedenle Raman kaymasi pozitif bir deger alir. Fakat anti-stokes

sacilmasinin dalga boyu daha kii¢lik oldugundan Raman kaymasi negatif deger alir.

Raman ve Rayleigh sagilimlarinin agiklanmasi nicel olarak asagidaki diyagram ile

aciklanir.

En diisiik 3
Uyarinng

elekironik 1
hal 0

Rayleigh Raman sacilmasi
sacilmasi F=hvtAR

Samal E=hy — - = - g - - oo - oo oo :IﬂE
haller z—p, — - e e e —— - - -

A g |

Stokes, F=hv-AF

Anti-Stokes, F

Kararh
elekironik
hal

A

[T R

Sekil 2.1 Rayleigh ve Raman sagilmalarin1 gosteren Jablonski enerji diyagrami [3].

Bastaki ok, kaynaktan gelen bir fotonla etkilestiginde, molekiildeki enerji degisimini
gosterir. Enerjideki artis, foton enerjisine (hvex) esittir. Burada kuvantlagsma
olmadigina dikkat edilmelidir. Kaynaktan gelen 1sinin frekansina bagli olarak
molekiiliin enerjisi, temel hal ile diyagramin iist bdlgesinde gosterilen birinci
elektronik uyarilmig hal arasinda sanal haller diye bilinen sonsuz sayidaki degerden

herhangi birini alabilir. ikinci ok ise; fotonla karsilasan molekiiliin, elektronik temel
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halin birinci titresim diizeyinde bulunmasi durumunda ortaya cikabilecek degisim
tipini gostermektedir. Ortadaki iki ok, Rayleigh sag¢ilimini olusturan degisimleri
gosterir. Rayleigh sagiliminda enerji kaybi olmadigina dikkat edilmelidir. Sonug
olarak foton ve molekiil arasindaki ¢arpismalarin “esnek”oldugu sdylenir. Stokes ve
Anti-stokes emisyonunu olusturan enerji degisimi ise sag tarafta verilmektedir. Bu
enerjiler, birbirinden Rayleigh 1sinindan temel halin birinci titresim diizeyinin enerjisi
olan +AE’ ye kars1 gelen frekanslar kadar farklidir. Bag IR aktifse, bagin absorpsiyon
enerjisinin de AE kadar olacagina dikkat edilmelidir. Burdan Raman frekans kaymasi

ve IR absorpsiyon pik frekansinin 6zdes oldugu belirlenir [3].

2.2 Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Sacilmasi (YZRS)

YZRS, bu molekiillerin tek molekiil seviyesine kadar olan duyarliliklari ile ilgili
bilgileri ayrintili olarak elde etmek [4-7], i¢in metalik nanoyapilarin yakin ¢evresinde
bulunan molekiillerin Raman sinyalinin zenginlestirilmesini kullanan gii¢lii bir
tekniktir [8-10]. Raman sinyalinin zenginlestirilmesi elektromanyetik zenginlestirme
[11,12] ve kimyasal zenginlestirme olmak iizere iki mekanizmaya dayanir [13,14].
Elektromanyetik zenginlestirme, soy metal nanoyapilarinin yiizey plazmonlarinin
(Surface Plasmons-SP) uyarimindan kaynaklanmaktadir. Bir Raman sacilim
molekiilli, metal yiizeyler lizerinde iiretilen yogun elektromanyetik alanlara maruz
kaldiginda, daha yiiksek elektrik alan yogunlugu, molekiiliin daha giicli bir
polarizasyona neden olur ve dolayistyla yiiksek indiiklenen dipol momenti elde edilir.
Bu dogrudan Raman daginik 1s1gmin yogunluguyla ilgilidir. Elektromanyetik
zenginlestirme mekanizmanin (10%-10"'nin zenginlestirme katkis1) ana bilesenidir
[15]. Kimyasal zenginlestirme, plazmonik nanoyapilardaki metal ve adsorbe
molekiiller arasinda yiik aktarimindan kaynaklanmaktadir. Kimyasal zenginlesmenin
katkis1 daha kiigiiktiir (10-10? faktérii) ve biiylikligii molekiiliin kimyasal yapisina
baglidir [15-18]. Elektromanyetik zenginlestirmenin katksis1 daha biiyiik oldugundan
aragtirmalar, tekrarlanabilirligi iyi ve yiiksek zenginlestirme faktoriine sahip
substratlar elde etmek icin yeni plazmonik yapilarin iizerine odaklanmaktadir.
Plazmonik o&zellikler, plazmonik nanoyapilarin biiytlikliglinin [19-23], seklinin,
tiirlinlin [24-32], bilesiminin [33-35] ve boyutunun (2D ve 3D) [36-44] degistirilmesi
ile ayarlanabilir. Nanoyapilarin plazmonik 6zellikler ayarlandiginda, SP'lerin rezonans
frekans1 (veya dalga boyu) degismektedir. Daha yiiksek YZRS zenginlestirme

faktorleri, nanoyapinin SP'lerinin dalga boyu (Asp), uyarim dalga boyu (Aexc) ile Raman
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sinyalinin dalga boyu (Ars) arasinda oldugunda elde edilebilmektedir. Teorik ve
deneysel sonuglar, Asp'nin Aex ve Ars'nin ortalamasina esit oldugunda, yani Asp = 1/2
oldugunda (Aexc + Ars) maksimum zenginlestirme gerceklestigini gdstermistir [15, 45—
48]. Nanoyapilarin plazmonik 06zelliklerinin  ayarlanmast aym1  zamanda,
monokromatik 1s18a maruz birakildiginda yiizey iizerinde olusturulan elektromanyetik
alanin bliylikligiinii degistirmektedir. Plazmonik nanoyapilar iizerinde iiretilen
elektromanyetik alanin yogunlugu ve dagilimi, plazmonik nanoyapilar iizerinde
iretilen elektromanyetik alan yogunlugunun dérdiincii giicii ile dogru orantili olan
YZRS zenginlestirme faktoriinii biiylik dl¢iide belirlemektedir [49, 50]. Bu nedenle,
yogun elektrik alanlar1 sahip plazmonik yapilarin gelistirilmesi {lizerine ¢aligmalar
giderek artmaktadir. Elektrodinamik hesaplamalar, c¢esitli geometrilerin nano
yapilarinda 1s1k tarafindan iiretilen SP'lerin rezonans frekansi ve elektrik alan siddetini
tahmin etmede yardimci olabilmektedir [49,51,52]. Ornek olarak, Sekil 2.2’de,
zenginlestirme faktoriinii hesaplamak icin Discrete dipole approximation (DDA)
yontemi kullanilarak farkli sekillere sahip olan glimiis nanopartikiillerin (AgNP'lerin)
plazmonik 6zelliklerinin elektrodinamik hesaplamalarint gostermektedir [49]. Sekil
2.2 b-d, Ama'a karsilik gelen dalga boylari igin pargaciklarin iig¢iinde [E[*nin
yikseltilerini ve en biiylik |[E*ye yol agan kutuplagsmalar igin yiikseltileri

gostermektedir.
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Sekil 2.2 Farkl sekillerdeki AgNP’lerin uyarilma verimleri (a), kiire (b), kiip (c) ve

piramit (d) AgNP’lerin etrafinda olusan yiizey plazmonlarinin simiilasyonu. Kiire, kiip
ve piramit NP’ler i¢in hesaplanan |E|? degerleri sirasiyla 54, 745 ve 9770°dir [49].

Molekiillerden yiiksek YZRS zenginlestirmesi elde etmek icin, molekiiliillerin YZRS
subtratlarina kovalent olarak bagli ya da birka¢ nanometre araliginda yakininda olmasi
gerekmektedir. Molekiil ve substrat arasindaki mesafe azaldiginda, daha biiyiik YZRS
zenginlestirmesi elde edilmektedir [53, 54].

2.3 YZRS Substratlar:

YZRS deneylerinde ¢ogunlukla kullanilan iki tip YZRS substrat1 vardir: kolloidal
stispansiyonlar (NP) ve kat1 substratlar. Kolloidal siispansiyonlar hazirliginin kolayligi
ve nispeten yiiksek YZRS zenginlestirme faktoriine sahip olmasi nedeniyle yaygindir.
Molekiiller ya da molekiiler yapilar 6nemli bir YZRS zenginlestirmesi i¢in 1-4 nm
araliginda soy metal nanoyapilarina ya da yakinlarina baglanmalidir. Bu mesafenin,
molekiiller ve nanoyapili yiizeyler arasindaki etkilesimlerin dogasindan etkilenmesi
nedeniyle, molekiillerin ve molekiiler yapilarin yiik 6zellikleri, YZRS tabanli Raman

Ol¢timlerinin performansinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Kolloidal soy metal NP'lar1
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kullanildiginda, NP'larin yilizey yiikii ve molekiil yiikii dikkatli bir sekilde
diistiniilmelidir [55, 56]. Saptanan molekiiller etkilesen kolloidal NP'larin zit yiikiine
sahip olduklarinda YZRS performansi daha giiclidiir. Bunun nedeni, NP'larin
azaltilmis zeta potansiyelinin neden oldugu indiiklenen agregasyona bagli olmasidir
[56]. NP'lar toplandiginda YZRS performansi da artar. Bu toplanmay1 kontrol etmek,
"sicak-nokta" olusumu ihtimalinin artmasi nedeniyle daha yiiksek YZRS
zenginlestirmesi elde edilmektedir [57, 58]. Bununla birlikte, ¢ok biiyiik yigintilar
olustugunda, yi1gint1 igindeki elektron bulutunun bozulmasi ve sénmesinden Otiirii
SP'lerin etkin olusumunu azaltmaktadir ve buna bagh olarak zayif YZRS aktivitesi
elde edilmektedir. 200-300 nm AgNP'dan olusan kiigiik yigintilar genel olarak en
biiylik zenginlestirme faktorlerine ulasmaktadir [59]. Bir diger 6nemli husus, goriintir
ve yakin kizilotesi (NIR) araliklar1 daha erisilebilir hale getiren optik bilesenlerin ve
dedektorlerin kullanilabilirligi ve maliyetiyle ilgilidir. Dalgaboyu se¢iminde (yalnizca
YZRS uygulamalar1 i¢in) bagka bir faktor de plazmon rezonans emilim bandinin
konumudur. Maksimum YZRS sinyali, lazer dalga boyu, plazmonik rezonansa kiyasla
hafifce mavi kaydirilmis olarak ayarlandiginda elde edilmektedir [60]. Uygulamada,
malzeme ve yap1 degisiklikleri yoluyla plazmonik rezonansi ayarlamak daha kolay

olmaktadir. Bu nedenle, say1siz ve ¢esitli plazmonik nanoyapilar imal edilmistir.

Al ve Cu da dahil olmak iizere cogu metal UV bolgesinde plazmonik ozellikler
gostermektedir ve bu nedenle YZRS substratlari olarak kullanilmaktadir [61, 62]. Cu
ve Al bazli nanoyapilar diger metallerden daha ucuz olsa da oksidasyon ve nispeten
diistik zenginlestirme faktorii sahip olmalar1 ciddi dezavantajlar saglamaktadir.
Giliniimiize kadar, Au ve Ag temelli plazmonik nanoyapilar, daha yiiksek
zenginlestirme faktorleri ve goriiniir ve NIR boélgelerinde plazmonik rezonanslarin
bulunmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir [60]. Bununla birlikte, plazmonik
rezonansin ayarlanabilirligi Ag i¢in (300-1200 nm) Au (500-1200 nm) 'dan daha
genistir. Nanoyapilar {lizerinde tiretilen SP'lerin yogunlugu / biiyiikligii, w, uyarim
frekansi ve & ve & gergek ve sanal bilesenleri olan Q faktorii Q = w (de: / dw)/ 2 (&i) 2
ile dogru orantilidir. Metal dielektrik fonksiyonu, her ikisi de 1511 uyarma dalga boyu
ile degismektedir. Ag, spektrum boyunca en biiylik Q'ya sahiptir ve bu nedenle en
biliylik zenginlestirme faktoriinii Ag ile elde edilmektedir [63, 64]. Ag'in diger bir

avantaji, Au'a kiyasla daha diisiik maliyetli olmasidir. Ag, nispeten diisiik maliyet,



genis ayarlanabilirlik araligi ve yiiksek zenginlestirme faktorii nedeniyle analitik

YZRS ol¢gtimleri i¢in mitkemmel bir YZRS substrati olmaktadir.

Analitik YZRS'de kullanilan spesifik malzemelere ek olarak, biiyiikliik, sekil, boyut
ve bilesim 6zellikleri de son derece onemlidir. Kisaca, YZRS substratlar1 kolloidal,
kat1 ve esnek yapilar olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilmaktadir. Sekil 2.3’te literatiirde
farkli yontemler kullanilarak iiretilen bazi YZRS substratlarin taramali elektron

mikroskobu (SEM) goriintiileri verilmektedir.

Colloidal structures

d=270nm
A=350nm

Solid structures

100 nm

1400 am

Flexible structures

Sekil 2.3 Farkli YZRS substratlarinin SEM goriintiileri. (A) Kiiresel altin
nanopartikiilleri [21], (B) altin nanogubuklar1 [65], (C) giimiis nanogizgi [66], (D)
glimiis plazmonik nanokubbeler [67], (E) altin nanokiimeleri [68], (F) altin nano
delikler [38], (G) giimiis nanobosluklar [44], (H) glimiis nanosiitun filmi [69] ve (I)
glimiis nanosiitunlar [70].

Kolloidal giimiis nanopargaciklar1 kullanilarak tek bir molekiiliin tespit edilebilecegi

literatlirde gosterilmistir [71].



2.4 YZRS’ye Dayal Proteinlerin Tayini

Proteinlerin dogru, hassas, hizli taninmas1 ve karakterizasyonu hem klinik hem de
endiistriyel uygulamalarda 6nemli yer tutmaktadir. Enzimler veya hormonlar olarak
tastyict mekanizmalara dahil olabilirler. Protein tayini ve tanisi genel olarak iki
yaklasim tiirline dayanir. Birincisi flouresans Olgiimlerine dayali antikor-antijen
etkilesimini kullanan bir bagisiklik-bazli (immiinoassay) yontemdir [72]. Bununla
birlikte, boyalarin genis emisyon spektrumlart ¢oklu analizi zorlu hale getirmektedir
ve foto parcalanma nedeniyle tespit limitleri daha yiiksektir [73]. Ayristirma ve
saflastirma i¢in ikinci yaklagim tiirii MS’dir [74,75]. MS tabanli algilama hassas ve
giivenilir olmasina ragmen, verileri yorumlamak i¢in yiiksek maliyet ve zamana

ihtiyac olmasi bu teknigin dezavantajidir.

YZRS kullanilarak biyolojik molekiillerin ve yapilarin tanimlanmast “parmak izi”
ozelligi ve suyun sinyal iizerindeki sinirli etkisi nedeniyle daha caziptir. Dar bant
genisligine sahip tepe noktalarinda, spektrumlar essiz parmak izleri olusturarak daha
biiylik, farkl ve 6zgiinliik saglamaktadir. Suyun sinirli etkisi, sudaki ¢ozeltilerin ve

minimum iglenmis biyolojik drneklerin algilanmasinda avantaj saglamaktadir.

YZRS yontemiyle proteinlerin tespiti spesifik veya non-spesifik olabilmektedir.
Spesifik olarak proteinlerin tespit edilmesi i¢in antikorlar veya aptamerler (ntikleik asit
cesitidir) gibi hedefleyici ajanlar kullanilmaktadir. Spesifik olmayan tespit yonteminde
ise proteinlerden parmak-izi olarak elde edilen spektrumlar kullanilmaktadir. Literiirde
rapor edilen protein tespit yontemlerinin siniflandirilmast ve sematik olarak
gosterilmesi Sekil 2.4'te verilmektedir. YZRS’de proteinlerin spesifik tespiti igin
hedefleme ajanlar1 kullanilmaktadir. Raman etiket molekiilleri ve hedefleme ajanlari
kullanildiginda bu yol spesifik ve etiketli olarak siniflandirilmaktadir. Ancak sadece
yakalama ajanlar1 kullanildiginda bu ydntem, protein tespiti ve tanimlanmasit igin
spesifik ve etiketsiz olarak siiflandirilmaktadir. Raman etiket molekiilleri, YZRS
bazli iimminolojik testlerde giderek popiiler hale gelmektedir. Bu ¢calismalarda Raman
etiketli molekiilleri (Raman aktif molekiiller), metalik nanoparcaciklar ylizeyine
hedefleme ajanlar ile birlikte kovalent bag ile baglanmaktadir. Proteinler ve hedefleme
ajanlar1 arasindaki baglanma meydana geldiginde, boyalardan elde edilen

spektrumdaki bir degisiklik, belirli molekiillerin varligini1 gostermektedir [80].
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Literatiirde boya fonksiyonlu nanoparcaciklar proteinlerin baglanmasi i¢in kullanilmis
ve protein-kiiciik molekiil ve protein-protein etkilesimlerini saptamak i¢in YZRS
yontemi kullanilmistir [76]. Prostat Spesifik Antijen’nin (PSA) tespiti i¢in yeni bir
YZRS tabanli immiinoassay yontemi gelistirilmsitir. Bu ¢aligmada 30 nm AuNP'ler
YZRS substrati olarak kullanilmis ve Raman etiketi kullanilarak biyosegici hedefleme
ajani ise spesifik PSA tespiti yapilmistir. Sonuglar, PSA'nin sirasiyla insan serumu ve
sigir serum alblimininde yaklasik s =1 pg / mL ve yaklasik s =4 pg / mL’ye kadar
diisiik tespit edilebilecegini gostermistir [77]. Hepatit B viriisii (HBV) yiizey
antijeninin saptanmasi i¢in YZRS tabanli bir immiinoassay gelistirilmistir. HBV
hedefleme ajani i¢in spesifik bir antikor ile merkapto benzoik asit (MBA-Raman
etiketi) ile modifiye edilmis AuNP'lar kullanilmistir. [78]. Ag / SiO; ¢ekirdek kabugu
Raman etiketleri hazirlanarak hepatoseliiler karsinom tanisi i¢in kullanilan bir timor
biyobelirteci olan insan a-fetoproteinin hizli, ucuz ve basit tespiti i¢in YZRS’ye dayali
tespit yontemi gelistirilmistir [79]. Ayrica yiizeyde zenginlestirilmis rezonans Raman

sacilmasi (YZRRS) da immiinoassay temelli protein tespiti i¢in kullanilmistir.
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Sekil 2.4 YZRS tabanli protein algilama yaklasimlari. (A) YZRS bazli proteinlerin
saptanmasi i¢in boya fonksiyonlu nanopartikiil problart molekiil ve protein-protein
etkilesimleri [76], (B) molekiillerin antikora baglanmasindan sonra frekans kaymasina
dayali olarak yakalama ajanlar1 [80], (C) etiketsiz protein algilama i¢in zengin ve
tekrarlanabilir YZRS spektrumlar1 elde etmek i¢in proteinlerin ve AgNP'larin
kontrollii agregasyonu i¢in kullanilan iletim derleme yontemi [81] ve (D) PAGE
kullanarak proteinlerin ayrilmasini ve proteinlerin kolloidal AgNP'lar ile boyandiktan
sonra YZRS ile tespit etme [82].

11



Ik kez bir mikrotitrasyon plakasinin altinda bir YZRS tabanli immiinoassay
bildirilmistir [83]. Bu c¢alismada, bir Raman prob olarak fluorescein izotiyosiyanat
kullanilmis ve ELISA yontemi ile karsilagtirilmistir. YZRS yontemi ve ELISA, 0.2 ng
/ ml'lik benzer LOD'lar saglamistir. Sonuglar, 6nerilen YZRS tabanli immiinoassayin
yiiksek hassasiyetli ve yiliksek verimli bir immiinoassay olarak biiyiik potansiyele
sahip oldugunu gostermistir. YZRS spektrumundaki pik kaymasi ayrica spesifik
etiketsiz protein tespiti i¢in kullanilmigtir [80-85]. Bu yaklagimi agiklayan raporlarda,
ilgilenilen molekiillere kimyasal baglanma iizerine yakalayan maddelerin Raman
frekans kaymalar1 Ol¢lilmiistiir. Bu sekilde elde edilen tepe kaymalari, frekans
kaymasinin analit konsantrasyonu ile dogrudan dogruya orantili olmasi nedeniyle
baglamanin kantitatif analizi i¢in kullanilmistir. Protein-protein ve protein-ligand
etkilesimlerinin saptanmasi i¢cin YZRS temelli immunoassay'a dayanan yeni bir
yontem bildirilmistir [86]. Bu tiir calismalar, yiiksek hassasiyetli ve yiiksek verimli ¢ip

temelli protein 6l¢timleri igin biiylik potansiyele sahiptir.

Spesifik olmayan etiketsiz protein tespitinde, proteinlerin spektrumlarini
kullanilmaktadir. Kolloidal NP'lar ve metalik nanoyapilar etiketsiz YZRS protein
tespiti i¢in substratlar olarak kullanilmistir. Molekdiller veya molekiil yapilar, tatmin
edici bir YZRS zenginlestirilmesi i¢in ylizeylerde veya soy metal nanoyapilarin
yiizeyine yakin olmalidir. Molekiillerin ve molekiiler yapilarin yiik 6zellikleri,
molekiillerin ve nanoyapili yiizeylerin arasindaki mesafeyi belirledikleri i¢in bu
Ol¢ciimlerin gergeklestirilmesi 6nemlidir. Kolloidal soy metal NP'lar kullanildiginda,
NP'larin ve molekiillerin ylizey yiik 6zellikleri dikkatlice diigtiniilmelidir [55, 56].
Kolloidal NP'larin zit yiikiine sahip olan molekiillerin YZRS aktivitesi, NP'larda
azaltilmis zeta potansiyelinin neden oldugu indiiklenen agregasyon nedeniyle daha
istiindiir [55]. Kontrollii agregasyon, AuNPs veya AgNPs gibi kolloidal NP'lar
substrat olarak kullanildiginda YZRS spektrumlarmin tekrarlanabilirlik ve
yogunlugunu arttirmaya yardimci olmaktadir. Proteinler, ortam pH'ima bagh olarak
degisen miktarlarda yiik tasiyabilir, bu nedenle NP'larin yiik 6zellikleri de dikkate
alinmalidir. Kolloidal NP'lar1, 6zellikle AgNP'lant iistiin plazmonik 6zelliklerinden
dolayr kullanan etiketsiz protein tespiti i¢in birka¢ rapor bulunmaktadir. Bir heme
grubu tasiyan proteinler YZRS ile 6zellikle iyi karakterize edilmistir [55, 87]. Etiketsiz
tespit icin proteinlerden tekrarlanabilir ve duyarli YZRS spektrumlarini elde etmenin

bir yolu NP-protein karigimlarinin kontrollii bir sekilde toplanmasini saglamaktir.
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Asitlenmis siilfat, AgNP'lar ve proteinler arasindaki etkilesimleri indiiklemek, duyarl
ve tekrarlanabilir etiketsiz tespit i¢in bir birlestirme ajani olarak kullanilmistir [88].
Yapilan bu ¢alismada, etiketsiz 50 ng/mL kadar diisiik LOD'lu, basit, hassas ve
tekrarlanabilir bir YZRS ye dayali bir yontem gelistirilmistir.

Katman-katman biraraya gelme teknigi de son derece hassas ve tekrarlanabilir protein
tespiti i¢in kullanilabilirligi gdsterilmistir. Bu durumda protein, etiketsiz algilama i¢in
iki tabaka NP arasinda bir araya getirilmistir [89]. Bir baska calismada, iletim derleme
yontemi ile (convective-assembly) etiketsiz protein tespiti yapilmistir. Bu yontemde,
0.5 pg / mL LOD'yi ortaya koymustur [81]. Model proteinler i¢in 0.05 pg / mL'ye
kadar bir LOD'ye sahip proteinlerin etiketsiz tespiti i¢in, hidrofobik bir yiizeyden
AgNP'lar ve proteinler igeren silispansiyon haline getirilmis karisim damlaciklarinin
bir araya toplanmast iizerine yeni bir yontem bildirilmistir [90]. Hidrofobik yiizeylerde
AgNP'larin ve proteinlerin kendiliginden bir araya getirilmesine dayanan duyarl
(LOD 0.5 pg / ml) ve tekrarlanabilir etiketsiz proteinlerin basit bir numune hazirlama
yontemi de gosterilmistir [91]. Iki boyutlu kati metalik nanoyapilar, YZRS
spektrumundaki yiik 6zelliklerinin ve arka plan girisiminin etkisini ortadan kaldirmak
icin protein algilamasinda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, YZRS spektrumu sadece
zay1f ve tekrarlanabilir spektrumlar saglayan YZRS aktif metalik yapilara dokunan
proteinlerden elde edilmektedir. Ote yandan, iyi tanimlanmis 3D metalik nanoyapilar
biiyiik alanlarda tekrarlanabilir genis zenginlestirme faktorleri sergilemekte ve bu
nedenle arka plan girisimini ve yiik Ozelliklerini ortadan kaldirarak proteinlerden
zengin, gilcli ve tekrarlanabilir YZRS spektrumlarini elde etmek igin
kullanilmakatadir. Son zamanlarda, 3D plazmonik nanoyapilar, yumusak litografi ve
nanokiire litografi kombinasyonu kullanilarak olusturulmus ve bu yapilar daha sonra
etiketsiz protein tespiti i¢in kullanilmistir [92]. Yapilan diger bir ¢aligmada bir PDMS
filminde altin konkav nanokiip dizileri hazirlanaran etiketsiz protein tespiti igin
kullanilmistir [93]. YZRS, bir karisimdaki proteinlerin tespiti i¢in de kullanilmistir
[94, 95]. Bu c¢alismada, proteinlerin poliakrilamid jel -elektroforezi (PAGE)
kullanilarak ayrilmis ve proteinler bir selilloz zarina aktarilmistir (bati1 lekeleme-
western blotting). Ayrilan proteinler kolloidal AgNP'lar ile muamale edildikten sonra
YZRS spektrumlar1 alinarak karigim igerisindeki proteinler tespit edilmistir [82].
Proteinlerin ayrilmasi ve etiketsiz tespiti edilmesi i¢in, iletim derleme yontemi ile

protein karigimlariin diferansiyel ayrimi saglanmis ve YZRS spektrumlart alinmastir.
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Yapilan bu ¢alismada farkli boélgelerden alinan YZRS spektrumlarinin ayrilan

proteinlerin tespitinde kullanilabilecegi gosterilmistir [96].
2.5 Proteinler
Proteinler biitiin canli varliklarin en énemli ve hiicrelerinde en bol bulunan organik

bilesiklerdir. Biitiin biyolojik olaylarda hayati gérevleri vardir. Yapilar1 hakkinda bilgi

vermeden Once farkli biyolojik fonksiyonlarindan en 6nemlilerini soyle siralayabiliriz:
1-Enzimatik katalizleme

2-Tagima ve depolama

3-Mekanik hareket

4-Mekanik destek

5-Koruma

6-Sinir uyarilarinin tiretimi ve iletimi

7-Hormonlar

8-Biiylime ve farklilagsmanin kontrolii

Bir protein zinciri amino asitlerin birlesmesiyle meydana gelen polimerlerdir.
Proteinler dort basamakta biyolojik fonksiyonlarini yerine getirirler. Bu dort basamak
primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilar olarak isimlendirilir. Bunlar belirli bir

yapidan daha ¢ok yapilanma ¢esidini veya sathasini ifade eder.

Primer yapi; basitge, bir proteindeki amino asitlerin siralanisidir ve proteinin
omurgasini olusturur. Bu yap1 DNA’daki baz dizilisi tarafindan sifrelenir ve proteinin

ic boyutlu aktif konformasyonunu belirleyen en énemli husustur

Sekonder yapi; lineer diziliste birbirine yakin amino asit rezidiileri arasindaki
etkilesmeler sonucu meydana gelir. Bu etkilesmelerin bazilar1 periyodik ve diizenli bir
ozelliktedir. Mesela a-sarmal, B-kirmali tabaka ve kollagen sarmali bu yapiya dahildir.
Bir protein zincirinin bazi bdlgelerinin maruz kaldig1 bu yapilanmay1 hidrojen baglari
olustururken, amino asitlerinin R gruplarindan kaynaklanan etkilesmeler de bu yapinin

proteinin hangi bolgelerinde olacagini belirler.

Tersiyer yapi; lineer diziliste birbirinden uzak noktalardaki amino asitler arasindaki

sterik etkilesmelerle ortaya cikar. Bir protein zinciri i¢indeki kararli katlanmalar
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sonucu, lineer diziliste birbirinden uzakta olan amino asit rezidiileri bir araya gelir ve
proteinin aktif bolgesini de olusturur. Tersiyer yapida belli bir diizenlilik periyodik
sekil gbze ¢arpmaz. Disiilfid bag1 bu yapiy1 daha kararli hale getirir.

Kuaterner yapi; birden fazla polipeptid zincirine sahip oligomerik proteinlerde
rastlanir. Polipeptid alt birimleri, sekonder ve tersiyer yapilari meydana getiren sterik

etkilesmelerle olusan baglar vasitasiyla bir arada tutulur.
Sekil 2.5’de proteinlerin yapilar1 gosterilmistir.

“'Bt—:—H o ‘ ::ﬁ_H..
0=c\ CH —C
lle = Gln CH R N—H"

f ; 'R/ \ _‘1 ()=\C' R
Tyr Asn B v

Cys—S—S—Cys — Pro— Leu— Gly - NH,

Birincil yap

Uciinciil yaps
Dordiinciil yaps

Sekil 2.5 Proteinlerin yapilar1 [97].

2.5.1 Amino Asitler

Proteinler, amino asitlerin birbirine baglanmasi sonucu olugur. Bu ise amino asidin a-
karboksil grubu ile bir diger aminoasidin a-amino grubu arasinda bir H>O
molekiiliiniin agiga ¢ikmasiyla olusan kovalent bir bagla gerceklesir. Bu baga peptid

bag1 denir.

Basit proteinler asit, baz veya enzim tarafindan hidroliz edildikleri zaman, yapi taslari
olan a-amino asitlere pargalanir. a-amino asitler, a-karbon atomuna bir amino grubu (-
NHb»), bir karboksil grubu (-COOH), bir hidrojen atomu (-H) ve bir yan grubun (-R)
baglanmasiyla ortaya ¢ikan bilesiklerdir.A-amino asitler, birbirinden farkli R grubu

ihtiva ederler. Buradaki R, organik kimyadaki alkil grubu anlaminda olmayip, a-
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karbona bagli herhangi bir dordiincii yapiy1 ifade etmektedir. Iyonlasmis amino

asitlerin genel formiilii asagidaki Sekil 2.6’da verilmektedir.

H
I
R —C— COOH
I
NH.

Aminoasit

Sekil 2.6 Aminoasitlerin genel yapisi

Proteinler sekil, biiytikliik, yiik, hidrojen bag1 yapma kapasitesi ve kimyasal aktivite
yoniinden birbirinden farkli R gruplarint bulunduran 20 ¢esit amino asidi ihtiva eder

[98].

2.5.1.1 Amino Asitlerin Asit-Baz Ozellikleri

Kristal haldeki amino asitlerin erime noktalar1 200°C ve daha yukaridir. Sudaki
coziiniirliikler, daha az polar ¢oziiciilere nispeten daha fazladir. Bu 6zelliklerde ancak
amino asitlerin ndtral sulu ¢ozeltilerinden dipolar iyonlar halinde, yani zwitter iyon
seklinde kristallendigini gostermektedir. Noétrallife yakin c¢ozeltilerde dipolar hali
gozlenen amino asitlerin, diisiik pH’larda katyon, yliksek pH’larda ise anyon sekli

gozlenmektedir [98].

2.5.1.2 Amino Asitlerin Isik Absorbsiyonu

Amino asitlerin hi¢biri goriiniir bolgede 15181 absorblamazlar. Yalniz ii¢ tanesi (tirozin,
triptofan ve fenilalenin) Onemli miktarda ultraviyole 15181 sogururlar. Protein
molekiillerinin bir¢ogu, yaklasik sabit oranda tirozin ihtiva ettiginden, 280 nm ‘deki
151k absorbsiyonunun spektrofotometrik 6l¢timii sonucu ¢ozeltideki protein miktari
kolay ve hassas olarak tayin edilebilir. Biitiin amino asitler 220 nm’den daha diisiik

dalga boylarinda absorbsiyon verirler [98].
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2.5.2  Proteinlerin Izoelektrik pH’lar1

Proteinler nispeten yiiksek oranda bazik amino asitler ihtiva ediyorlarsa pH‘lar 7 ‘den
yiiksek, asidik amino asitler ihtiva ediyorlarsa pH‘lar1 7°den diisiiktiir. Izoelektrik
pH’1nin iizerinde protein negatif olup elektrik alaninda anoda dogru hareket ederken,
pH’1 nin altinda pozitif yiiklii olarak katoda dogru yol alirlar. Proteinlerin titrasyon
egrileri ve izoelektrik pH’lar1 nétral tuzlarin varliginda 6nemli miktarda degisir.
Clinkii bu sartlarda R gruplarinin iyonlagmalari etkilenir. Proteinlerin gozlenen

izoelektrik pH’lar1 ¢oziindiikleri ortamin tabiatina yakindan baglidir [98].

2.5.3  Proteinlerin Saflastirilmasi

Globiiler proteinlerin ¢ozelti i¢cindeki davraniglarindan faydalanarak siniflandirmasi
yapilmaktadir. Bu 6zellikler sunlardir; (a) molekiil biiytikliigii, (b) ¢6ziiniirliik, (c)

elektriksel yiik, (d) adsorpsiyon davranisindaki farkliliklar, (e) diger molekiillere karsi
biyolojik afinite [98].

2.5.3.1 Molekiil Biiyiikliigii Esas Alinarak Proteinlerin Ayrilmasi
Proteinlerin en goze c¢arpan 6zelligi onlarin biiyiikliikleridir. Bu durum, bir proteini

diger proteinlerden ve kii¢iik molekiillerden ayirmay1 miimkiin kilar. Bu esasa dayali

proteinleri ayirma metodlar1 sunlardir:

a.1. Diyaliz ve ultrafiltrasyon

a.2.Yogunluk gradienti santrifiigasyonu

a.3.Jel filtrasyon kromatografisi

2.5.3.2 Coziiniirliiklerindeki Farkhliklarin Esasina Dayanarak Proteinlerin

Ayrilmasi

Proteinlerin ¢oziliniirliigii baslica pH, iyonik siddet, ¢oziicliniin dielektrik 6zelligi ve
sicakliga baghdir. Bu 6zelliklerden proteinleri ayirma iglemlerinde yararlanilir. Bu

esaslara dayali proteinleri ayirma metodlar1 sunlardir:
b.1.1zoelektrik ¢okelme
b.2.Notral tuzlarla ¢oktiirme

b.3.Coziiciilerle fraksiyonlama
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2.5.3.3 Elektriksel Yiik Esasina Dayanarak Proteinlerin Ayrilmasi

Proteinlerin elektriksel ytiklerine gore ayrilmasi, polipeptid zincirlerinde iyonlasabilir
yan gruplarin sayisi ve cinsi ise belirlenen asit-baz 6zelliklerine dayanmaktadir.
Proteinler, amino asit bilesiminde ve dizilisinde farklilik gosterdiklerinden, her protein
Ozel bir asit-baz davranigina sahiptir. Karakteristik asit-baz 6zelliklerinden

faydalanarak iki metod gelistirilmistir.
c.1.Elektroforez
c.2.Iyon Degisim Kromatografisi

2.5.3.4 Secimli Adsorpsiyon Esasina Dayanarak Proteinlerin Ayrilmasi

Proteinler, mangal komiirii gibi apolar materyaller veya kizelgur ve aliiminyum oksit
gibi polar materyallere, molekiil biiyiikliiklerine gore adsorbe olabilirler. Bu gibi
adsorbsiyonlarda proteinleri baglayan kuvvetlerin tam c¢esidi bilinmemektedir;
muhtemelen apolar adsorbsiyonlarda Van der Waals ve hidrofobik etkilesmeler ve

polar adsorbsiyonlarda iyonik etkilesmeler ve hidrojen bag: etkilidir [98].
2.5.3.5 Spesifik Ligandlar1 Esasina Dayanarak Proteinlerin Ayrilmasi (Afinite

Kromatografisi)

Bazi proteinler afinite kromatografisi vasitasiyla ¢cok kere bir basamakta ¢ok kompleks
bir karisimdan izole edilebilirler. Afinite kromatografisi bir ¢esit adsorbsiyon
kromatografisi olup, saflagtirilmasi istenen molekiiliin, matriks ad1 verilen bir kolon
maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine

(ligand) spesifik ve tersinir baglandig bir tekniktir [98].
2.5.4  Proteinlerin Molekiil Agirhiklar Tayini
Belirli bir protein yiiksek bir saflikta elde edildikten sonra bazi o6zellikleri

belirlenmelidir. Bu amagla toplam molekiil agirligi, polipeptid zincir sayisi, polipeptid

zincirlerinin molekiil agirligi, aminoasit bilesimi ve dizilisi analizleri yapilmalidir.
-Proteinin kimyasal bilesiminden molekiil agirliginin bulunmasi

-Ozmotik basincin dl¢limiiyle molekiil agirlig tayini

-Sedimentasyon metodu ile molekiil agirlig: tayini

-Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirlig1 tayini
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-Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi(SDS-PAGE) [98].

2.5.5 Kullanilan Baz1 Proteinlerin islevleri

Hemoglobin: Solunum organindan dokulara oksijen,dokulardan solunum organina ise
karbondioksit ve proton tastyan proteindir. Eritrositlerin i¢erisinde bulunur. Oksijeni

+2 degerlikli demir igeren hem molekiilleri ile baglar.

Trombin: Trombosit veya kan pulcuklart kan pihtilarinin olugumunda gorev alan

hiicre parcalarina verilen isimdir.

Avidin: B grubu bir vitamin olan biyotini baglayan ve yumurtada bulunan bir

glikoprotein maddedir.

Pepsin: Mide 6zsuyundaki et, yumurta gibi proteinli yiyeceklere tesir eden kuvvetli

bir enzimdir. Yapi olarak biiyilik ve karmasik yapidadir.

Sitokrom-c: Oksidaz ya da kompleks IV enzimi, mitokondrilerde bulunan biiyiik bir
transmembran proteindir. Dort sitokrom-c¢ molekiiliiniin her birinden birer elektron
alarak bunlar1 bir oksijen molekiiliine transfer eder ve molekiiler oksijeni iki su

molekiiliine ¢gevirir. Elektron tagima zincirinin terminal elektron alicisidir.

Lizozin: Muramidaz veya N-asetilmuramit glikanhidrolaz tiikiiriik, gozyasi, ter ve
mukus gibi viicut salgilarinda bulunan glikozit hidrolaz cinsi bir enzimdir. Bazi

bakterileri yok edebilir.

BSA: Sigir albiimini ya da BSA olarak da adlandirilan bu protein kan plazmasinda
bulunan en yaygin proteindir. Kanda bulunan proteinin %60’1n1 olusturur. Ayrica,
doku sivilarinda, 6zellikle kas ve deride, az miktarda gozyasi, ter mide sular1 ve safrada

da bulunur.

HSA: insan kanindaki ana plazma protein bilesenlerinden biridir. Kanin sivi miktarini
sabit tutmak, alinan ilaclarin, viicutta iiretilen hormonun, yag asitlerinin minerallerin
tastyiciligini yapmak, kandan bazi toksik maddelerin tasinmasini saglamak gibi

gorevleri vardir.
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BOLUM 3
MATERYALLER VE YONTEMLER

3.1 Cihazlar

[letim-Derleme Diizenegi (PI)

Saf Su Cihaz1 (Millipore)

Etiiv (Niive)

Terazi

Sonikator

Taramal1 Elektron Mikroskopu (JEOL 6510)

Atomik Kuvvet Mikroskopu (Park System XE-100E)
Raman Spektrometre (Renishaw invia)
Potansiyostat/Galvanostat (CHI 660d)

3.2 Kimyasallar

Lateks Parcaciklar

Polidimetilsiloksan (PDMS)
Dikolorometan

Glimiis nitrat (AgNO3)

Nikel (IT) siilfat hekzahidrat (NiSO4.7H>0)
Bakar siilfat pentahidrat (CuSO4.5H20)
Potasyum nitrat (KNO3)

Sodyum sitrat dihidrat (NazCsHs07.2H>0)

Amonyok (NHz3)
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3.3 Lateks Parcaciklarin Cam Lam Uzerine Biriktirilmesi

Plazmonik nanokubbeleri hazirlanmasinda kalip olarak kullanilacak olan PDMS
nanocgukurcuklar1 elde etmek i¢in ilk olarak 1600 nm biyikliigiindeki latex
parcaciklari cam lam iizerine iletim-derleme (Convective-Asssembly) (Kuncicky vd.
2005, 2006) yontemi ile biriktirildi. Lateks parcaciklariin yiizeye diizenli bir sekilde
biriktirilmesi i¢in iletim derleme diizenegi kullanildi (Sekil 3.1). Kullanilan diizenek

bir yazilim sayesinde bilgisayardan kontrol edilmektedir.

Sekil 3.1 Kurulmus iletim derleme diizeneginin fotografi.

Diizenek Sekil 3.2°de goriildiigi gibi {i¢ ana bilesenden (hareketli diizenek, motor ve

adaptor) olugmaktadir.

Sekil 3.2 Iletim derleme diizeneginin bilesenleri.
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Cam yiizeyine lateks pargaciklarin diizenli biriktirmek i¢in kullanilan latex
pargaciklarin derigimi, diizenegin hizi ve kullanilan parcaciklarin hacmi optimize
edildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda latex parcaciklarin derisiminin %0,8, diizenek
hizinin 1pm/s ve damlatilan hacmin 40 pL oldugunda latex parcaciklari cam lam
izerine diizenli bir sekilde biriktirildigi gézlemlendi. Hazirlanan latex parcaciklarin
iletim derleme diizenegi iizerindeki iki cam lam {izerine damlatilmasinin fotografi

Sekil 3.3’te goriilmektedir.

Sekil 3.3 Latex parcaciklarin iletim derleme diizenegi iizerindeki iki cam lam {izerine
damlatilmasinin fotografi.

Hazirlanan latex siispansiyonunun Sekil 3.3’te goriildiigli gibi ylizeye damlatilarak
iletim derleme cihazi ile yukarida belirlenen sartlar kullanilarak cam lam tizerinde elde
edilen latex parcaciklari filmi Sekil 3.4’te goriilmektedir. Iki cam lam arasindaki ag1

literatiirdeki gibi yaklasik 23°°dir.
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STAGE OKLA GOSTERILEN YONDE (SOL) HAREKET EDER

Sekil 3.4 iletim derleme ydntemi ile cam lam iizerinde elde edilen lateks pargaciklari
filmin fotografi.

3.4 PDMS Yiizeyinde Nano¢ukurcuklarin Olusturulmasi

Nanokubbeler i¢in kalip olarak kullanilacak olan PDMS yiizeyinde nanogukurcuklari
olusturmak i¢in hazirlanan cam lam iizerinde biriktirilen latex parcaciklari {izerine
PDMS dokiildii ve sicaklikla polimerlesmesi saglandi. Bu amag i¢in PDMS ve %10
oraninda baglaticis1 bir siire karistirildiktan sonra cam lam {izerine dokiildii. Daha
sonra dokiilen PDMS yiizeyi 70°C etiivde 1 saat bekletildi. Polimerleserek sertlesen
PDMS, cam lam yiizeyinde bulunan latex parcaciklari {izerinden sokiilerek PDMS
ylizeyinde nanogukurcuklar elde edildi.

3.5 Giimiis Nanokubbelerin (AgNDs) Hazirlanmasi

AgNDs  elektrokimyasal — yontemle PDMS  iizerindeki  nanocukurcuklar
elektrokimyasal yontemle doldurularak/kaplanarak elde edildi. Bu amag igin
elektrokimyasal yontemle Ag ile kaplamak icin, kaplama banyosunda AgNO;
kullanildi. Ag" iyonlarinimn indirgenme potansiyeli yiiksek oldugundan, homojen ve
kaliteli Ag kaplamalar1 yapabilmek igin kontrollii bir sekilde Ag" indirgenmesi
gerekmektedir. Yiiksek indirgenme potansiyeli sahip olan Ag* iyonlari hava oksijeni
ile bile kolaylikla indirgenebilmektedir. Buna karsin kaplama ¢ozeltisine
komplekslestirici ajanlar ilavesi Ag" iyonlari ile kompleks olusturarak daha kararl
hale getirilebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda bu amagla hem sodyum sitrat hem de
amonyak gibi komplekslestirici ajanlar ile Ag" iyonlarinin daha kararli yapilar

olusturularak banyolar hazirlandi. Banyonun elektrolitik iletkenligi saglamak amaci
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ile banyolara ayrica KNOs ilave edildi. Bu tez ¢alismasinda 6 farkli Ag"™ banyolari

hazirlandi. Hazirlanan banyo bilesimleri asagida verilmektedir.

Al Banyosu: 0,1 M AgNO; +0,1 M KNOs;+ 1 M NHs, pH =11.95
A2 Banyosu: 0,01 M AgNO3 + 0,1 M KNO3+ 0,1 M NH3, pH=11.53
A3 Banyosu: 0,1 M AgNO;+ 1 M KNOs +5 M NH3 pH=12,85

C1 Banyosu: 0,01 M AgNOs; + 0,1 M KNO; +0,5 M H3BO3+ 0,1 M Na3;O7CsHs.2H>O
pH=7,65

C2 Banyosu: 0,1 M AgNOs + 0,1 M KNOs + 0,1 M Na3;O7C¢Hs.2H>O, pH=8,56
C3 Banyosu: 0,1 M AgNO3 + 1 M KNO3 +1 M Naz07CsHs.2H>0O, pH=9,03

Elektrokimyasal yontemle PDMS bilgisayar destekli CHI 660D Electrochemical
Analyser Potansiyostat/Galvanostat cihazinda ti¢ elektrot teknigi kullanilarak yapildi.

Calisma elektrotu:

Indium thin oxide (ITO): Sadece bir yiizeyi ITO kaplanmis elektrotlar kullanildi.
ITO’lar 0,5 cm x 2 cm boyutlarinda kesildikten sonra bir ucu 0,5 cm x 0,5 cm (0,25
cm? toplam yiizey alani) agikta kalacak sekilde diger kismi parafilm ile kapatildi.
Olgiimler icin belirlenen ucun karst kismina cihaz ile iletkenligin saglanmasi ve
ylizeyin ¢ozeltiye daldirilmast i¢in bir pens tutturularak ¢alisma elektrotu hazirlandi.
Pense tutturulmug ITO bu sekilde ¢ozeltiye daldirildiginda daima ayni biiytikliikte
yiizey alaninin ¢6zelti ile temas etmesi ve ayn1 miktarda kaplama yapilmasi saglandi.

ITO elektrotlar sadece kaplama optimizasyonun 6n denemelerinde kullanildi.

Tletken hale getirilmis PDMS: Nanocukurlarin oldugu kisimlardan belirli lgiilerde

kesilmis ve yukarida anlatildig1 gibi pens ile tutturularak hazirlandi.

Kars1 elektrot: Kars1 elektrot olarak Pt levha kullanildi. Pt elektrotlar
0,2cmx1cmx1cm boyutlarindaki Pt levhalara Pt teller tutturulduktan sonra iletkenligi
saglamak i¢in bakir telle baglanmis ve sadece Pt levha disarida kalacak sekilde
poliester igerisine gomiilerek hazirlandi. Platin elektrotun ylizeyi biitlin 6l¢iimlerden
once 1:1 (v/v) HNO3:H2O c¢ozeltisinde bir siire bekletildi ve saf sudan gegirilerek
yikandi.

Referans elektrot: Giimiis - giimiis kloriir (Ag, AgCl/Cl", KCI= 3 M) referans elektrot
olarak kullanildi.
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PDMS esnek oldugundan ve yiizeyine metal ¢oktiirmek daha zor oldugundan uygun
metal ¢coktliirme banyosunun belirlenmesinde daha saglikli karar verebilmek i¢in ITO
elektrotlardan ayarlandi. Diiz ve iyi bir iletken olmasi ayrica kismi seffaf olmasi nedeni
ile yiizeyine c¢oktiiriilecek Ag’nin kalitesinin belirlenmesinde oldukca avantajhidir.
Yukarida verilen sekilde hazirlanan ITO elektrotlar 20 mL kaplama banyolarina
daldirildi. Yukarida verilen Ag/AgCl ve Pt elektrotlar referans ve karsi elektrot olarak
ayni banyoya daldirilarak elektroliz hiicresi olusturuldu. Ag ¢coktiirmede kullanilan ve
iic elektrot teknigi ile olusturulan elektroliz hiicresinin fotografi Sekil 3.5’te

goriilmektedir.

Sekil 3.5 Elektrokimyasal Ag kaplamalarda kullanilan ii¢ elektrot sistemi.

Oncelikle ITO elektrotlar hazirlanan banyolara daldirilarak elektrot potansiyelleri
dengeye geldikten sonra doniisimlii voltamogramlar elde edildi. Elde edilen
voltamogramlardan Ag" iyonlarinin indirgenerek metalik giimiise indirgendigi
potansiyeller belirlendi. Her bir banyo i¢in ITO yiizeyine 1 mg Ag/cm? glimiis ¢6kecek
sekilde Ag" iyonlarinin indirgendigi ve elde edilen doniisiimlii voltamogramlardan
belirlenen degisik potansiyeller belirli siirelerde elektroliz sistemine (Ag ¢oktiirme
banyolarinda) uygulanarak Ag filmler elde edildi (Teorik olarak bu miktarda Ag
coktiirmek i¢in sistemden 0,2234 C yiik gecirmek gerekmektedir).
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ITO elektrotun Al banyosunda acik devre potansiyeli ile hidrojen gazi ¢ikis
potansiyelleri arasinda 10 mV/s tarama hiz1 ile elde edilen doniigiimlii voltamogrami
Sekil 3.6’da verilmektedir. Elde edilen egriden de acik bir sekilde goriilebilecegi gibi
elektrot potansiyeli agik devre potansiyelinden itibaren daha katodik potansiyellere
dogru tarandiginda kisa bir potansiyel araliginda (yaklasik 0,03 V) Ag" iyonlar1 hizl
bir sekilde indirgenmeye baslamaktadir. Metal iyonlar1 indirgenmesi yaklasik -0,6
V’ta maksimum hizda gerceklesmektedir. Yaklasik -1,0 V’tan itibaren gozlenen ikinci
akim artist ise hidrojen iyonlarinin hidrojen gazina indirgenmesine karsilik
gelmektedir. Geri yonlii tarama sirasinda akimin daha da artmasi, ilk tarama esnasinda
ITO yiizeyinde Ag c¢okmesi ve Ag’nin yliksek elektriksel iletkenliginden
kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.6 ITO elektrotun Al banyosunda 10 mV/s tarama hiz1 ile elde edilen
doniistimli voltamogramu.

Ag kaplamalar, elde edilen voltamogramdan belirlenen ve Ag" iyonlarinin
indirgendigi potansiyeller/akimlar uygulanarak elde edildi. -0,6 V potansiyel
uygulanarak potansiyostatik olarak Ag c¢oktiirmesine ait kronoamperometri egrisi

Sekil 3.7°de goriilmektedir.
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Sekil 3.7 ITO elektrotun Al banyosunda -0,6 V’ta elde edilen kronoamperometri
egrisi.
Yukaridaki banyolarda degisik potansiyellerde ve akimlarda Ag filmler elde edildi.
Elektrokimyasal olarak ¢oktiiriilmiis Ag filmler incelendiginde genel olarak sodyum
sitrat igeren banyolarda (C1-3) kalitesiz ve yiizeye siki tutunmadigi, toz gibi dokiilen
kaplamalarin ~ olustugu  gozlendi  (kalinlastirlldiginda  yiizeyden c¢ozeltiye
dokiilmektedir). Bu kaplamalarda kismen siyah renkli Ag filmler olusturuldu.
Amonyak i¢eren banyolarda ise C1-3 banyolarina kiyasla daha kaliteli kaplamalar elde
edildi. Amonyak derisiminin arttirilmasi ile filmlerin rengi kararmaya basladi ve
kaliteleri diistii. A1 banyosunda son derece kararli ve yiizeye sikica tutunan homojen
Ag kaplamalar elde edildi. Bu nedenle bundan sonraki elektrokimyasal Ag
coktiirmeleri Al banyosunda yapildi.

Secilen ¢oktiirme banyosunda uygulanacak uygun potansiyel veya akimin
belirlenmesi i¢in optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi. -0,2 V ile -1,2 V araliginda degisik
potansiyellerde 1 mg Ag/cm? glimiis ¢oktiiriildiigii ITO elektrotlarin yiizey fotograflar
Sekil 3.8’de goriilmektedir.
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Sekil 3.8 Degisik potansiyellerde (A) ve akimlarda (B) ITO {izerine elde edilmis Ag
filmleri.

Resimlerden de goriilebilecegi gibi diisiik potansiyellerde ITO yiizeyini yeterince
kapatamayan bolgesel Ag filmleri olugsmaktadir. Potansiyelin arttirilmasi ile akim
verimi artmakta ve daha ¢ok Ag c¢Okmektedir. Bu kosullarda yiizeydeki film
sikilagmaktadir. -0,6 V ile -0,9 V araliginda uygulanan potansiyellerde oldukea kaliteli
Ag filmleri elde edilmektedir. Potansiyel daha da arttirildiginda film kalitesi tekrar
azalmakta ve film kararmaya baslamaktadir. -1,2 V’tan daha yiiksek potansiyellerde
ise hidrojen gaz1 ¢ikisi nedeni yiizeydeki film atmaktadir.

Sekil 3.8’de de goriilebilecegi gibi ITO ylizeyinde sabit potansiyel altinda Ag olusumu
ile akim sabit kalmayip 6nemli dl¢lide degismektedir. Daha kalin filmler elde etmek
amaci ile Ag ¢oktiirmek icin uygun olduklar1 belirlenen -0,6 V ile -0,9 V araliginda
potansiyeller uygulandiginda film kalinlastik¢a kalitesinin tekrar azaldigi ve filmin
renginin koyulastigt gozlendi. Bu nedenle Sekil 3.6’da verilen dontigiimlii
voltamogramda birinci tarama esnasinda gozlenen maksimum pik potansiyeline
karsilik gelen akimlar elektroliz sistemine uygulanarak akim optimizasyonu ayrica
yapildi. Degisik akimlarda elde edilen Ag filmlerin goriintiileri Sekil 3.8B’de
verilmektedir (daha diisiik akimlarda siki, homojen ve kaliteli filmler olugturulamamas,
yiiksek akimlarda ise Ag iyonlarmin indirgenmesi ile ayni anda hidrojen gazi
olusumundan dolay1 filmler yiizeye siki tutunamayarak atmaktadir). Elde edilen
bulgulardan degisik kalinliklarda Ag filmlerin en iyi 3,5 mA sabit akim uygulanarak
olusturuldugu belirlendi. Bu nedenle PDMS nanogukurlarda elektrokimyasal olarak
metal c¢oktliriilmesi 3,5 mA akimda yapilmasi kararlastirildi. PDMS 6zellikleri
ITO’dan farkli olmasina karsin, PDMS iizerinde Ag ¢oktiirmek i¢in en uygun akimin
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3,5 mA oldugu gozlendi. Biitiin kaplamalardan sonra filmler saf su, mutlak etanol ile

iyice yikandiktan sonra azot gazi ile kurutularak desikatdrde muhafaza edildi.

PDMS iletken olmadigr i¢cim elektrokimyasal kaplama icin uygun degildir. PDMS
yiizeyini iletken hale getirmek i¢in fiziksel buhar biriktirme (PVD) yaklasik 10 nm
krom (Cr) ile kaplandi. Cr kaplama ile PDMS yiizeyi iletenken hale gelmesi saglandi.
Bu sayede elektrokimyasal kaplama i¢in uygun hale geldi. Ayrica PDMS yiizeyine Ag
metalinin tutunmasi icin bir tutucu ozelligi gosterdi. Iletken hale getirilen PDMS
nanogukurcuklari, ITO yiizeyleri kullanilarak belirlenen uygun sartlarda (A1 banyosu
ve sabit 3.5 mA akim) Ag ile kaplanarak nanogukurcuklar dolduruldu. PDMS
tizerinde yaklagik 4 um Ag olusacak sekilde kaplamaya devam edildi. Bu sayede tiim
nanogukurcuklarin dolmasi saglandi. Kaplama tamamlandiktan sonra PDMS Ag
banyosundan ¢ikarilarak once saf su ve daha sonra etanol ile iyice yikandi. Olusan
AgNDs olduke¢a yumusak ve kirillgan bir yapiya sahiptir. Elde edilen AgNDs, PDMS
yiizeyinden sokiilmeye calisildiginda kirilmaktadir. Ni ise oldukga sert ve dayanikl
bir metal oldugundan PDMS yiizeyleri Ag ile kaplandiktan sonra Ni filmi ile kaplama
yapildi. Bu sayede PDMS {izerinde elde edilen AgNDs PDMS yiizeyinden kolaylikla
sokiildii. Ni kaplam banyosu olarak %30 NiSO4.7H20, %1 NiCl.6H>0, ve %1,25
H3BO3 karigim kullanildi.

3.6 Hazirlanan Nanokubbelerin Uzerinde Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman

Sacilmasina Dayal Proteinlerin Tayini

Bu tez ¢alismasinda kullanilan proteinlerin listesi Tablo 3.1°de verilmektedir.

Tablo 3.1 Kullanilan proteinlerin listesi.

Proteinler

BSA
HSA
Avidin

Lizozim

Sitokrom ¢

Hemoglobin

Trombin

Pepsin
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Proteinler ticari olarak temin edildikten sonra 1 mg/mL derisimde sulu ¢ozeltiler
seklinde hazirlanarak -20’de stoklandi. Oncelikle proteinlerin fizikokimyasal
ozelliklerini belirlemek i¢in (biiyiikliik ve yiik) Zetasizer cihazi kullanildi. Bu cihaz
yardimi ile proteinlerin hem hidrodinamik cap1 hem de zeta potansiyeli Ol¢iildii.
Olgiimlerde proteinlerin derisimi 1 mg/mL idi. Uger 6l¢iim alinarak ortalamasi

kullanildi.

YZRS aktivitesi yiiksek ve hazirlanmasi kolay olan 1600 nm latex pargaciklari
kullanilarak hazirlanan PDMS nanogukurcuklarin Ag ile doldurulmasiyla hazirlanan
AgNDs kullanildi. AgNDs performanini test etmek ve karsilastirmak igin AgNPs
kullanildi. Performans karsilagtirmasi icin AgNPs olarak 8 defa deristirilmis (8X) ve
50 nm biiytikliigiinde AgNPs kullanildi. Bunun i¢in esit hacimlerde 8X AgNPs ve 100
pg/mL derisimde proteinler karistirilarak son derisim AgNPs i¢in 4X ve proteinler i¢in
50 pug/mL olarak elde edildi. Bu karisimdan 5 plL CaF; iizerine damlatarak kurumaya
birakildi. AgNDs performansini test etmek ve AgNPs ile karsilastirmak igin ise protein
derisimi 50 pg/mL olan ¢ozeltilerden direk 5 pL alinarak AgNDs {izerine damlatildi
ve kurumaya birakildi. Yapilan her iki deneyde proteinin son derisimi 50 pg/mL
olmaktadir. Kuruyan yiizeylerden her bir 6rnek igin rastgele secilen on noktadan
YZRS spektrumlar1 alindi ve ortalamasi karsilastirma i¢in kullanildi. YZRS
spektrumlar1 785 nm dalga boyuna sahip Renishaw Invia Raman spektrometre ile elde
edildi. Orneklerden spektrum alirken lazerin giicii (lazer power, %1) 3 mW, drnege

maruz kalma siiresi (exposure time) ise 1s idi.
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BOLUM 4
BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Giimiis Nanokubbelerin (AgNDs) Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

AgNDs’lerin  hazirlanasinin basamaklarini gosteren sematik c¢izim Sekil 4.1°de

verilmektedir.

iletim derleme yontemi ile latex
pargaciklarin camlamyiizeye
biriktirilmesi

Yiizeye diizenli bir sekilde
depozit edilen latex pargaciklarin
lizerine PDMS dékiilmesi

70 °C 1 saat bekledikten sonra
polimerlesen PDMS'in ylizeyden
sokilmesi

Kullanilan latex pargaciklarin
blyukligiine bagli olarak PDMS
Uzerinde farkli derinlik ve bllyikliikte
nanogukurcuklarin olusumu

PDMS (izerindeki nanogukurcuklann
elektrokimyasal yontemile
kaplanmasi

Kaplama igleminden sonra metal
yapinin PDMS yiizeyinden
sokilmesi

PDMS (zerinde olusturulan
nanogukurcuklarin derinligine ve
genisligine bagl olarak metal ylizey
lzerinde farkl yikseklikve
genislikte nanokubbelerin olugumu

Sekil 4.1 AgNDs’lerin hazirlanma basamaklarinin sematik gosterimi
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YZRS’ye dayali protein tayini i¢in AgNDs elde etmek i¢in PDMS kaliplar hazirlandu.
Caligmanin ilk basamagi olan PDMS yiizeyinde nanogukurcuklar1 olusturmak igin
1600 nm biiyiikliigline sahip lateks parcaciklar iletim derleme diizenegi ile cam lam
tizerine diizenli bir sekilde biriktirildi. Lateks parcaciklarin cam lam {izerinde homojen
dagilimlarin1 saglamak i¢in iletim derleme diizeneginin hizinin, lateks parcacik
derigsiminin, ve iki cam lam arasina damlatilan parcaciklarin hacminin optimizasyonu
yapildi. Yapilan optimizasyon calismalar1 sonrasinda diizenli ve genis bir alanda
ylizeyler hazirlamak i¢in optimum kosullar lateks parcacik derisimin %0,8, iletim
derleme diizeneginin hizinin Ipum/s oldugu durumdur. (Sekil 4.2A). Biitiin
caligmalarda iki cam lam arasina 40 pL lateks parcacik siispansiyonu eklenerek
yapildi. Daha sonra cam yiizeyine biriktirilen latex parcaciklari {izerine PDMS
dokiilerek sicaklikla polimerlesmesi saglandi. Boylelikle PDMS yiizeyinde
nanogukurcuklar elde edildi (Sekil 4.2B). Elde edilen bu c¢ukurcuklar yukarida
bahsedilen deneysel kosullar kullanilarak Ag doldurularak AgNDs elde edildi (Sekil
4.2C).

Sekil 4.2 Bir cam lam tizerinde biriktirilen lateks pargaciklarin (1600 nm) (A), PDMS
nanogukurcuklarin (B), ve elde edilen AgNDs (C) SEM goriintiileri.

Sekilde latex parcaciklarin cam lam iizerinde diizenli ve homojen sekilde dagildigi
goriilmektedir. Bu yiizeyler lizerine PDMS dokiildiikten sonra PDMS iizerinde
nanogukurcuklar elde edildi. Son olarak ise nanogukurcuklar Ag ile dolduruldugunda

diizenli ve homojen AgNDs elde edildi.

Sekil 4.3’te cam lam yiizeyine biriktirilen latex parcaciklarin, PDMS yiizeyinde
olusturulan nanogukurcuklarin ve elde edilen AgNDs yapilarin ii¢ boyutlu AFM

goriintiileri verilmektedir.
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Sekil 4.3 1600 nm lateks pargaciklarin (A), PDMS nanogukurcuklarin (B), ve olusan

AgNDs (C) 3D AFM goriintiileri.

Sekil 4.3’te verilen AFM goriintiileri de SEM gériintiilerini desteklemektedir. Ug
boyutlu AFM goriintiileri elde edilen nanogukurcuklari ve AgNDs yapilarini daha
detayli gostermektedir. Elde edilen AgNDs yapilarinin yiiksekligi ve genisligini AFM

ile belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 1600 nm biiyiikliigiindeki lateks parcaciklar kullanilarak elde AgNDs AFM
goriintiileri A) 20x20um, B) 5x5um C) ¢izgi analizi.

Hem SEM hem de AFM goriintiileri incelendiginde hazirlanan AgNDs genis alanda
diizenli bir sekilde olustugu goriilmektedir. Sekil 4.4C’de gorildiigi gibi AFM

cihazinin software programi ile derinlik ve biiylikliik analizi yapildi. Analizler
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sonucunda AgNDs ortalama genisliginin 1400 nm, yiiksekliginin ise 450 nm oldugu

belirlendi.

4.2 Plazmonik Nanokubbeler Uzerinde Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman

Sacilmasina Dayah Protein Tayini

Oncelikle hazirlanan nanokubbelerin iizerinde YZRS dayali protein tayininde
kullanilabilirligi arastirildi. Bu amag i¢in 8 model protein kullanildi. Oncelikle
proteinlerin fizikokimyasal (biiyliklik ve zeta poatansiyel) Ozellikleri zetasizer ile

belirlendi. Sekil 4.5’te proteinlerden elde edilen hidrodinamik ¢ap grafikleri

goriilmektedir.
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Sekil 4.5 Kullanilan model proteinlerin bazilariin hidrodinamik ¢aplari.

Sekilde goriildiigli gibi proteinlerin ¢esidine gore farkli biiyiikliige sahiptirler. Bu
farklilik proteinlerin molekiil agirliklarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica proteinlerin
ylizey yiikiinii belirlemek icin zeta potansiyel dl¢timleri yapildi. Sekil 4.6’da HSA ve

avidin protein ¢dzeltilerinden elde edilen zeta potansiyel grafikleri goriilmektedir.

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.6 HSA ve Avidin protein ¢ozeltilerinin zeta potansiyel grafikleri.
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Elde edilen zeta potansiyellere bakildiginda HSA proteinin negatif zeta potansiyele,
avidin ise pozitif zeta potansiyele sahiptir. Bunun nedeni ise proteinlerin sahip
olduklar1 izoelektrik noktasidir (pH). Zeta potansiyeller saf su igerisinde ol¢iildiigii
icin izoelektrik noktas1 bu pH’dan yiiksek olan proteinler pozitif, diisiikk olanlar ise
negatif yiike (zeta potansiyel) sahiptirler. Tiim model proteinler i¢in zetasizer cihazi
ile elde edilen hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyelleri Tablo 4.1°de verilmektedir.
Molekiil agirliklart ve izoelektrik noktalar1 satin alinan firmanin MSDS formundan

elde edildi.

Tablo 4.1 Proteinlerin fizikokimyasal 6zellikleri.

izoelektrik iMolekiil Potf:i?i’yeli Hidrodinamik
PROTEIN ADI Noktas: (pD) | Agirhgi(kDa) (mV) Cap(nm)
BSA 4.7 66,430 -15,5 9,292
HSA 4,7 66,430 -16.,4 9,231
PEPSIN 2,2-3.0 34,620 -13.,0 6,287
HEMOGLOBIN 6,8 64,500 -3.4 8,170
TROMBIN 6,35-7.6 37,400 -5.8 6,852
LIZOZIM 11,3 14,307 +25,2 5,917
SITOKROM-C 10-10,5 12,327 +20,1 5,101
AVIDIN 10,0 66,000 +18.,2 8,920

Tablo dikkatli bir sekilde incelendiginde hidrodinamik c¢aplarin molekiil agirliklari ile
dogru orantili oldugu goriilmektedir. Bu da zaten beklenen bir durumdur. Zeta
potansiyellerin ise proteinlerin izoelektrik noktasina bagli olarak degistigi
goriilmektedir. Izoelektrik noktasi yiiksek olan proteinler pozitif zeta potansiyele
(avidin, lizozim gibi), diisiik izoelektrik noktasina sahip olan proteinler ise negatif zeta

potansiyele (BSA, pepsin gibi) sahiptirler.

YZRS ile protein analizleri litaratiirde ¢cok yaygin olarak arastirilmaktadir. Genellikle
YZRS substrati olarak kolloidal nanoparcaciklar, kolay hazirlanabildiginden ve
yeterince yiiksek zenginlestirme faktoriine sahip olduklarindan dolay1 tercih
edilmektedir. Bu c¢alismada hazirlanan AgNDs lerin protein tayini ig¢in
kullanilabilirligini arastirmak ve nanoparcacik kullanilarak yapilan protein analizler
ile kargilagtirmak i¢in dncelikle protein analizi i¢in nanopargaciklar kullanildi. Bunun
icin 8x AgNPs ile 100 pg/mL protein ¢ozeltileri ile esit hacimde karistirarak AgNPs
derisimi 4x, protein derisimi 50 pg/mL olarak elde edildi. Bu karisimdan 5 pL CaF»
tizerine damlatilarak kurutuldu ve kuruyan yiizeylerden YZRS spektrumlart alindi.

Sekil 4.7°da CaF; ilizerine damlatilan 4x AgNPs, 4x AgNPs-BSA ve 4x AgNPs-
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lizozim 50x objektifle alinan beyaz 151k mikroskop goriintiileri ve AgNPs-protein

karisimlarindan elde edilen YZRS spektrumlari goriilmektedir.
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Sekil 4.7 50x objektifle alinan 151n mikroskop goriintiileri A) AgNPs, B) AgNPS-BSA,
C) AgNPs-Lizozim ve D) C ve D goriintiisiinden alinan YZRS spektrumlari.

Sekildeki elde edilen 151k mikroskop goriintiilerine bakilacak olursa tek basina
damlatilan  AgNPs dagilimi ile AgNPs-BSA  karisimindan  damlatilan
nanoparcaciklarin dagilimi benzer oldugu goriilmektedir. AgNPs sitrat indirgeme
yontemi ile hazirland1 ve sitrattan dolay1 negatif yiike sahiptir. Yiizeye damlatip
kendiliginden kurumaya birakildiginda herhangi bir toplanma goriilmemektedir.
AgNPs-BSA karisimint ylizeye damlatip kurutuldugu zaman yine nanopargaciklarda
toplanma olmamaktadir. Ciinkii karistirilan protein negatif yiike sahiptir (Tablo 4.1).
Kullanilan AgNPs de negatif yiiklii oldugundan bir itme kuvveti s6z konusudur ve
herhangi bir etkilesim olmamaktadir. Bu neden tek basina damlatilan AgNPs gibi
dagilim gostermektedir. Ancak AgNPs-lizozim karigimi yiizeye damlatilip
kurutuldugunda AgNPs bir araya gelerek yigintilar olusturdugu goriilmektedir (Sekil
4.7C). Bunun nedeni ise pozitif yiiklii lizozim proteinleri negatif yiiklii AgNPs ile
etkilesime girerek AgNPs yiizey ylikiinii azaltarak (zeta potansiyelin azalmasi) y1gint1
olmasina neden olmaktadir. Genel olarak negatif ytiklii proteinler negatif yiliklit AgNPs
ile etkilesime girmez iken, pozitif yiiklii proteinler AgNPs ile etkilesime girmektedir.
Elde edilen YZRS spektrumlarma bakildiginda (Sekil 4.7D) negatif yiikli BSA

proteininden herhangi bir YZRS spektrumu elde edilemezken, pozitif yiiklii lizozim
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proteininden YZRS sepktrumu elde edildi. Bunun nedeni ayni yiike sahip olan AgNPs
ve BSA etkilesime girmediginden, dolayisi ile proteinlerin plazmonik AgNPs
ylizeyine yaklagamadigi i¢in YZRS spektrumu elde edilememektedir. Ancak pozitif
yiiklii lizozim negatif yiiklii AgNPs ile elektrostatik etkilesime girerek AgNPs {izerine
tutunmakta ve ayrica AgNPs yigti olusturmasina neden olmaktadir. Yiizeye
tutundugu icin YZRS spektrumu elde edildi. Ciinkii temel olarak molekiilden YZRS
spektrumu elde edebilmek i¢in molekiiliin plazmonik yiizeye 1-4 nm uzaklikta
olmaldir. Ikinci olarak AgNPs-lizozim yigmti olusturdugu icin daha iyi
zenginlestirme elde edildi. Buna bagli olarakta spektrum elde edildi. Sonuglara
bakildiginda eger negatif yiiklii AgNPs kullanildiginda ancak pozitif yiikli
proteinlerden YZRS spektrumu elde edilebilmektedir. Negatif yiiklii proteinlerden
YZRS spektrumu elde edilememektedir. Bu kolloidal nanopargaciklarin kullanimini
sinirlamaktadir. Literatlirde kati YZRS substratlar1 hazirlanarak bu elimine edilmeye
calisilmaktadir. Bu projede hazirlanan kati ve ii¢ boyutlu AgNDs iizerinde YZRS’ye
dayali protein tayini yapilabilirligi aragtirildi. Bunun i¢in hazirlanan AgNDs iizerine
50 pg/mL derisimde proteinler damlatildi. Sekil 4.8°de bos AgNDs ve iizerine
hemoglobin damlatilan AgNDs yiizeylerinden alinan AFM goriintiileri verilmektedir.

AgNDs-Hemoglobin

Sekil 4.8 AgNDs ve lizerine 5 pL. hemoglobin (50pg/mL) damlatilan AgNDs.

Proteinler AgNDs {izerine damlatilip kurutulunca, nanoboyuttaki proteinler
nanokubbeler arasina dolarak nanokubbelerin morfolojisini degistirmektedir. Daha
once yapilan elektromagnetik modellemelerde en yliksek elektrik alanit nanokubbeler
arasinda oldugu gosterilmisti. Nanokubbeler arasinda bulunan proteinlerden daha

zengin YZRS spektrumu alinmasi beklenmektedir. Hemoglobin ve avidin proteinleri
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AgNDs flizerine damlatilarak kurutuldu ve ylizeylerin 10 farkli bolgesinden YZRS
spektrumlari elde edildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 AgNDs lizerine damlatilan hemoglobin ve avidin proteinlerden elde edilen
YZRS spektrumlari (protein derigimleri 50pg/mL’dir)

Elde edilen YZRS spektrumlarina bakildiginda tekarlanabilirligin iyi oldugu

goriilmektedir.
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AgNDs vyiizeylerine damlatilan proteinlerden elde edilen YZRS spektrumlar ile
AgNPs kullanilarak alinan YZRS spektrumlar1 karsilastirarak AgNDs ylizeylerinin
protein tayininde kullanilabilirligi test edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 AgNPs ile karistirilan ve AgNDs {lizerine damlatilan lizozim ve BSA
proteinlerden elde edilen YZRS spektrumlari.
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Sekilde goriildiigii gibi ayn1 ylike sahip AgNPs ve protein (BSA) kullanildig1 zaman
herhangi bir spektrum elde edilememektedir. Ancak protein AgNDs iizerine
damlatilinca, proteinler nanokubbelerin arasina doldugundan iyi bir YZRS spektrumu
elde edilmektedir. Kat1 bir yiizeye proteinler damlatildigi i¢in yiikten bagimsiz olarak
spektrum elde edilmektedir. Pozitif yiiklii protein (Lizozim) ile negatif ylikli AgNPs
kullanildiginda etkilesim oldugundan YZRS spektrumu elde edildi. Ayni protein
AgNDs iizerine damlatilarak elde edilen YZRS spektrumu bakildigr zaman AgNPs
gore daha siddetli ve fazla pik iceren YZRS spektrumu elde edildi. AgNPs kullanildig1
zaman 1050 cm! elde edilen pik AgNPs den kaynaklanmaktadir. AgNDs kullanildig:
zaman kat1 bir metalik yiizey oldugundan herhangi bir arka plan (background)
spektrumu elde edilmedi. Bu YZRS deneylerinde istenen bir durumdur. Elde edilen
sonuglara bakildiginda YZRS dayali protein tayininde YZRS substrat1 olarak AgNDs

kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Proteinlerin AgNDs iizerinde YZRS’ye dayali tayininde en diigiik protein derisimi
belirlemek icin farkli derisimlerde protein ¢ozeltileri hazirlanarak AgNDs {izerine
damlatild1 ve kurutuldu. Elde edilen azalan derisimine bagl olarak proteinlerin YZRS

spektrumlart Sekil 4.11°da goriilmektedir.
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Sekil 4.11 AgNDs iizerine damlatilan proteinlerin azalan derisime bagl olarak elde
edilen YRZS spektrumlari

Spektrumlar incelendiginde proteinlerin biiyiikliigiinden ve yiikiinden bagimsiz olarak

0,05 pg/mL’ye kadar spektrum (tayin) elde edildigi goriilmektedir.
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BOLUM 5
SONUC

Proteinlerin tan1 ve tayini yapilirken elbette ki hizli, ucuz ve tekrarlanabilir olmasi
istenen bir durumdur. YZRS tekniginin bu avantajlarindan dolay1 literatiirde bir¢ok
caligma mevcuttur. YZRS ile protein tespitinde sorun olusturan birgok neden vardir.
Proteinlerin ortamin pH’sina gore yiiklii olmasi ve elektronca zengin halkali gruplarin
i¢c kisimda yer almasi proteinlerden elde edilen YZRS spektrumunun zenginligini ve
tekrarlabilirligini olumsuz etkilemektedir. Bu dezavantajlarini ortadan kaldirmak i¢in
plazmonik AgNDs yapilar1 hazirlanarak YZRS substrati olarak kullanildi. Bu amag
icin Oncelikle iletim derleme yontemi ile 1600 nm biiyiikligiindeki lateks pargaciklari
diizenli bir sekilde cam lam lizerine biriktirildi. Daha sonra elde edilen tabakanin {izeri
PDMS dokiilerek sicaklikla polimerlestirildi. Kullanilan latex pargaciklarinin
biiyiikliik ve genisligine bagli olarak PDMS yiizeyinde nanogukurcuklar olusturuldu.
Elde edilen PDMS nanogukurcuklar elektrokimyasal kaplama ile Ag ile doldurularak
AgNDs elde edildi. AgNDs yiizeyden sokiilmesini saglamak i¢in Ni biiyilitme yapildi.
Elde edilen AgNDs’ler iizerinde YZRS’ye dayali protein tayini i¢cin model proteinler
kullanildi. YZRS deneylerinde kullanilan proteinlerin biiytikliigli ve yiikii sonuglari
etkilediginden dolayi, tezde kullanilan proteinlerin biiytikliikleri ve ylikleri Zetasizer
cihaz ile belirlendi. AgNDs’lerin protein tayini i¢in uygulanabilirligini test etmek ve
karsilagtirmak i¢in genellikle YZRS deneylerinde kullanilan AgNPs ile karsilagtirildi.
Bu amagla 6ncelikle protein analizi icin AgNPs kullanildi. 8x AgNPs ile 100 pg/mL
protein ¢ozeltileri ile esit hacimde karistirarak AgNPs derisimi 4x, protein derigimi 50
pg/mL olarak elde edildi. Bu karisimdan 5 pLL CaF; iizerine damlatilarak kurutuldu ve
kuruyan ylizeylerden YZRS spektrumlari alindi. Yapilan caligmalarda kolloidal
siispansiyon (AgNPs-protein) karisimlarindan alinan YZRS spektrumlarinda protein
yiikiiniin son derece dnemle oldugu saptandi. AgNPs ile ayni ylike sahip proteinler
birbirini ittiginden dolay1 etkilesim olmadigindan YZRS spektrumu elde edilemedi.
AgNPs ile zit yiike sahip olan proteinlerden elektrostatik etkilesimden dolayr YZRS
spektrumu elde edilebildi. Elde edilen bu sonuglar kolloidal AgNPs kullanildiginda
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protein ylikii YZRS deneylerini etkilediginden dezavantaj yaratmaktadir. Bu nedenle
kolloidal siispansiyonlar yerine bu tez caligmasinda AgNDs’in proteinlerle direk
etkilesimini saglayarak proteinlerin yiik ve biiylikliiglinden bagimsiz YZRS’ ye dayali
protein tayini yapildi. Protein tayini i¢in AgNDs iizerine proteinler damlatilarak YZRS
spektrumlart alindi. Protein damlatilan AgNDs’lerin morfolojik yapisinin degistigi
AFM ile tespit edildi. Proteinler AgNDs ylizeyine damlatildiginda protein molekiilleri
nanokubbeler arasina doldugu gézlemlendi. AgNDs {izerine damlatilan proteinlerden
elde edilen YZRS spektrumlarinin hem oldukga tekrarlanabilir hem de daha zengin
oldugu gozlemlendi. Proteinlerden elde edilen YZRS spektrumlarinin daha zengin
olmasi, hazirlanan AgNDs arasinin, diger bolgelere gore en yiiksek elektrik alanina
sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Elde edilen sonuglar, proteinlerin ylikiinden ve
biiyiikligiinden bagimsiz 0.05 pg/mL’ye kadar proteinlerin tespitinin yapilabilecegini
gosterdi. Hazirlanan AgNDs yapilar1 YZRS’ye dayali biyoalgilama ve kimyasal

analizlerde YZRS substrati olarak kullanilabilir.
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