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OZET

POLI (METIL METAKRILAT) TABANLI MiKROCIP KULLANARAK
YUZEYDE GUCLENDIRIiLMiS RAMAN SPEKTROSKOPISI
OLCUMUNE DAYALI LUTEINIZAN HORMON TAYINi

Belma GJERGJIZI
Yuksek Lisans, Biyomihendislik Bolumu
Tez Damsmani: Prof. Dr. Necdet SAGLAM

Haziran 2017, 80 sayfa

Proteinler molekiiler diizeyde birgok fiziksel ve kimyasal olay1 olusturur. Proteinlerin ortamda
diisiik derisimlerde bulunmalari ve karmagsik etkilesimler meydana getirmeleri biyomolekiillerin
analizi i¢in alternatif tekniklerin gelistirilmesine yol agmaktadir. Diinya Anti-Doping Ajansi
(World Anti-Doping Agency), erkek sporcular i¢in yasaklanmis maddeler listesine protein
smifinda yer alan luteinizan hormonunu (LH) almistir. Cok sayidaki hormondan biri olan
gonadotropin LH, on hipofiz bezi tarafindan {iretilir ve testislerin Leydig hucrelerinde
kolesteroliin testosterona doniismesini saglar, bu sayede kanin oksijen tasima kapasitesini
arttirdigindan doping maddesi olarak kullanilir. Bu ¢alisma kapsaminda hLH tayini igin
imminomanyetik ayirma ve Raman etiketleme esasina dayanan sandvig tipi bir biyosensor
gelistirilmistir. Poli (metil metakrilat) tabanli (PMMA), birbirine kilcal valf ile baglanmis dort
odacikli mikrogip i¢inde homojen sandvi¢ yapisinin olusumuna, yikama islemine ve ylzeyde
giiclendirilmis Raman spektroskopisi (YGRS) sinyal o&lglimlerine imkan kilan yontem
gelistirilmistir. Homojen sandvig yapinin olusumu igin laboratuvar ortaminda manyetik 6zellige

sahip nanopartikiiller ve altin nanopartikiiller sentezlenmistir ve gerekli modifikasyonlar



yapilmistir.  SERS sinyallerinin takibi icin 4-Aminotiyofenol (4-ATP) Raman etiketi
kullanilmistir. hLH derisimlerine karst 4-ATP’nin 1086 cm™’deki C-S grubuna ait sinyal
siddetlerinin ¢izelgeye gecirilmesiyle kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Biorad orijinli
kontrol serum o6rneklerinde hLH derisimleri (0-250 1U/L) ve SERS sinyalleri arasindaki
korelasyon dogrusal olarak bulunmustur (R?=0.9942). Bu calisma yeni bir analiz yontemi
olarak; seciciligi, hassasiyeti, yapay insan serumu orneklerinde uygulanabilirligi test edildikten

sonra sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Luteinizan Hormon, Raman Spektroskopisi, Manyetik Nanopartikiil, Altin

Nanopartikil, Mikrogip, 4-Aminotiyofenol



ABSTRACT

LUTEINIZING HORMONE DETECTION WITH POLY (METHYL
METHACRYLATE) MICROCHIP BASED ON SURFACE-ENHANCED
RAMAN SPECTROSCOPY

Belma GJERGJIZI
Master of Science, Bioengineering Department
Advisor: Prof. Dr. Necdet SAGLAM

June 2017, 80 pages

Proteins form many physical and chemical events at the molecular level. The presence of low

concentrations of proteins in the environment and complex interactions lead to the development
of alternative techniques for the analysis of biomolecules. The World Anti-Doping Agency
(WADA) has received a protein class of luteinizing hormone (LH) in the list of prohibited
substances for male athletes. Gonadotropin LH, one of the many hormones, is produced by the
anterior pituitary gland and is used as doping material since it allows testis to convert cholesterol
to testosterone in Leydig cells, thereby increasing blood oxygen carrying capacity. In this study,
a sandwich type biosensor based on immunomagnetic separation and Raman labeling for hLH
assay was developed. A method has been developed to make homogeneous sandwich formation,
washing process and surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) signal measurement in poly
(methyl methacrylate) based (PMMA), four chambered microchips connected with capillary
valves. For the formation of homogenous sandwich structure, nanoparticles and gold
nanoparticles with magnetic properties were synthesized in laboratory and necessary

modifications were made. 4-Aminothiophenol (4-ATP) Raman labeling was used to follow the



SERS signals. The signal intensity of the C-S group against hLH concentrations of 4-ATP at
1086 cm™ was plotted on a chart and calibration graph was created. The correlation between
hLH concentrations (0-250 IU/L) and SERS signals were linear in the Biorad originated control
serum samples (R? = 0.9942). This study is presented as a new method of analysis after tested

in artificial human serum samples for selectivity, sensitivity, and applicability.

Key words: Luteinizing hormone, Raman spectroscopy, Magnetic nanoparticle, Gold

nanoparticle, Microchip, 4-Aminothiophenol
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1. GIRIS
“Genomiks” ve “Proteomiks” alanindaki gelismeler, diinyadaki tiim makro bozukluklarin ve bu
bozukluklarin giderilmesi i¢in uygulanmasi gereken tedavilerin ancak molekiiler diizeyde gen
ekspresyon iriinleri proteinlerin izlenmesi ile miimkiin olacagmi ortaya koymustur.
Hastaliklarda erken tani iyilesme saglanmasi adina ¢ok biiylik 6nem tasiyor. Bu nedenle erken
tan1 icin olanak saglayacak belirteglerin bulunmasi ve bunlar i¢in tayin ydntemlerinin

gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar oldukga hiz kazanmustir.

Gilintimiizde hastane ve laboratuvarlarda viicut sivilarinda bulunan biyolojik belirteclerin tayini
icin kullanilan enzim bagli immiinosorbent (ELISA), homojen ve heterojen immiinosorbent testi
gibi klasik yontemlerin nispetten uzun tahlil zamani, yiikksek miktarda numune gereksinimi,
pahali antikor reaktifleri ve rahatsiz edici s1vi isleme prosediirleri gibi dezavantajlart mevcuttur
[1].

Ideal bir analiz platformun olusturulmas: igin son yillarda biyosensorler lzerinde bir ok
calisma yapilmaktadir. Biyosensorler, bir karisim igerisinde hedef analiti secici olarak tayin
edebilen analitik cihazlardir. Genellikle molekiiler tanima ajanlari olarak antikorlar veya
antijenler kullanilir. Boylece antikor ile antijen arasinda olusan kompleks ile yiiksek segicilik
ve hassasiyet saglanir. Immiinosensorlerde monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilir.

Sandvig tipi biyosensorler tek tip poliklonal antikor ile hazirlanabilir [2].

Protein smifinda yer alan luteinizan hormon (LH), gonadotropik hiicreler tarafindan anterior
hipofiz bezinde sentezlenen ve salgilanan bir glikoprotein hormonudur. Diinya Anti-Doping
Ajanst (WADA) [3], erkek sporcular i¢in yasaklanmis maddeler listesine LH koymustur. Bu
hormon, testislerin Leydig hicrelerinde kolesteroliin testosterona doniismesini saglar [4], bu
sayede kan dolasimindaki kirmiz1 kan hiicrelerinin sayis1 artar. Kan hiicreleri akcigerlerden
kaslara kadar oksijen tasidigindan, kandaki daha yiiksek bir konsantrasyon, bir sporcunun
aerobik kapasitesini (VO2 max) ve dayanikliligini arttirir, dolayisiyla atletik performansi da
artar [5].

Tez calismast kapsaminda LH tayini i¢in sandvig tipi bir biyosensor gelistirilmistir. Sandvig
yapisi, manyetik nanopatikiillerin kullanim1 ile immiinomanyetik ayrim sonucunda analitin

izolasyonunu basarili bir sekilde saglayan bir yontem olarak bir ¢ok calismada kullanilmistir

[6].



LH analizinin SERS (yiizeyde gii¢lendirilmis Raman spektroskopisi) optik 6l¢iimii ile yapilmasi
hedeflenmistir. SERS ydntemi ile duizgln ve yuksek siddette spektrumlar uretilmesi igin yiizey
puriizliligi temel gerekliliktir [7]. Yiizey pirizliliigli, laboratuvarda kolloidal altin
nanopartikiillerin sentezlenmesi ile gergeklestirilmistir. Yiiksek Raman sacilimi olan 4-
Aminotiyofenol (4-ATP), Raman etiketi olarak kullanilmistir. Calismada 4-ATP etiketi
kolloidal altin nanopartikiillerinin ylizeyine konjuge edilmistir, bu sayede LH saptanmasinda

isaretleyici olarak kullanilmistir.

Laboratuvar ¢alismalarindaki numune hazirlama prosediirlerinin mikrogipe uyarlanmasi ile
minyatiirize bir sistem olusturulmustur. Bu sayede kiigiik alanda gergeklestirilen, oldukca az
miktarlarda numunenin ve solvanin tiikketildigi, ticari potansiyele sahip, analiz agamasini ve
stiresini minimalize eden, duyarli ve secici bir analiz yontemi gelistirilmistir. Doping
merkezlerinde kullanilan geleneksel, fazla 6rnek ve materyalin tiiketildigi tekniklere alternatif bir
tayin yontemi olacagi diisiiniilmektedir. Nanopartikiil ve mikrogip temelli bu yontem her ne kadar
hizli, kolay ve ucuz bir teknik olarak karsimiza ¢iksa da, kullanilan antikorlarm pahali olmasi

yontemin 6ne ¢ikan dezavantajlarindan biri olarak sayilabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glikoproteinler

Glikoproteinler, kovalent bagli seker gruplar igeren proteinlerdir. Sekerlerin hidrofilik ve
kutupsal 6zellikleri, bagli olduklar1 proteinin kimyasal dzelliklerini dnemli 6l¢iide degistirebilir.
Bir glikoproteinin diizgiin ¢aligmasi ve hiicre veya organizmada nihai hedefine ulagsmasi igin
sekerlerin eklenmesi siklikla gereklidir. Yapisina ve sentez mekanizmasina gore 3 tip
glikoprotein vardir: N-baglantili glikoproteinler, O-baglantili glikoproteinler ve enzimatik

olmayan glikozile edilmis glikoproteinler. Birgok hormon glikoprotein yapisindadir [8].

Glikoprotein hormon ailesi 3 gonadotropin; luteinizan hormon (LH), follikil stimdlan hormon
(FSH) ve koryonik gonadotropin (CG) ile gonadotropin olmayan tiroid stimilan hormon (TSH)

tarafindan olusturlur.

2.1.1. Luteinizan Hormonun Molekiiler Yapisi

LH heterodimerik glikoproteinlerdendir. o ve B alt birimlerinden olusur. TSH, FSH, CG ile
birlikte ortak bir 92 amino asit a altbirimi paylasirlar, insanlardaki geni ise 6q12-g21 kromozom
uzerinde bulunur [9]. Essiz fonksiyonlari ve reseptor baglama kapasiteleri  altbirimleri (121
aminoasit) arasindaki farkliliklarindan kaynaklanmaktadir (Cizelge 2.1). B alt biriminin
transkripsiyonu, LH tiretiminde hiz sinirlayicidir [10]. Diger benzer kategorideki hormonlarin
aksine LH biitiin omurgali hayvanlarda bulunur. Dolasimdaki yarilanma omrii dolagan
izoformlaria bagli olarak dakikalar ile sinirlidir (yaklasik 20 dakika). Yarilanma émriiniin kisa

olmasinin fizyolojik 6nemi LH pulsasyonlarina olanak saglamasidir [11].

Cizelge 2.1. Luteinizan hormon 6zellikleri

Molekiiler agirhik (Da) ~ 30,000
o Altbirimi
Gen lokalizasyonu 6q12-g21
Olgun altbirim boyutu (amino asit sayisi) 92
B Altbirimi
Gen lokalizasyonu 19q13.32
Olgun altbirim boyutu (amino asit sayisi) 121




Dogal olarak bulunan LH varyantlarinin 6zellikleri karakterize edilebilmistir. Ek glikozilasyon
kismina sahip LH varyantinin, dogal LH varyant ile kiyaslandiginda bazi populasyonlarda fazla
oldugu bilinmektedir [12]. LH varyantlar1 ayn1 zamanda dogal LH varyantina gore fakl
biyolojik etkilere sahiptir [13]. Bu varyantlar agiklanamayan infertilite, kadinlarda ovulatuar
disfonksiyona bagli subfertilite, ekreklerde ise yavaslamis puberte gelisimi ile iliskili
bulunmustur [14]. Daha az siklikla goriilen B altbiriminde tek aminoasit degisimi olan LH
varyanti (102. aminoasitte serin yerine glisin) menstriiel diizensizlik ve erkeklerde infertilite ile

iliskili oldugu gosterilmistir [15].

2.1.2. Dolasim Formu

On hipofiz bezin gonadotrofik hiicreleri, hipotalamus kaynakli gonadotropin salgilatici hormona
(GnRH) yanit olarak ovulasyonu diizenleyen LH iiretir. Bahs1 gegen hipofiz hiicreleri, bagka bir
gonadotropin olan FSH da salgilarlar. LH ve FSH testis ve ovaryumdaki reseptorlere baglanir
ve seks steroid liretimini ve gametogenezi tesvik ederek gonadal fonksiyonu diizenler [16]. Her
ikisi de erkeklerde ve kadinlarda iireme igin gereklidir. LH ve FSH, hipotalamik-pituiter-
gonadal eksende merkezi rol oynar ve bu nedenle eksiklikleri ile ilgili kosullar, hipotalamusun

veya hipofizin patolojisinden kaynaklanabilir.

Kadimlarda LH overleri estradiol, progesteron ve androjenleri siklik olarak salgilatmasi i¢in
uyarir ve ovulasyon sinyali olarak gorev yapar. Erkeklerde ise hem LH hem de FSH birlikte
spermatogenezis i¢in gerekli hormonlardir. LH, Leydig hiicrelerinde kolesteroll testosterona

dontistirmeyi stimule eder [17].

LH izoform kompozisyon varyasyonlari lireme yasam dongiisiinde gozlemlenmistir. Geng
(puberte sonrasindaki) kadinlarda kisa yari 6miirlii ama yiiksek biyopotent LH izoformlar
goriiliirken daha uzun yar1 émiirlii LH tiirleri menopoz sonrasindaki kadinlarda saptanmustir.

Erkeklerde LH, testosteron Uretimini testisteki Leydig hiicreleri sayesinde stimle eder [18].

2.1.3. Metabolizasyon

Gonadotropinler tamamiyla idrardan atilmadan 6nce bir dizi metabolik doniisiim gegirir [9].
Gonadotropin glikozilasyonunun kapsami molekiiler yiikii belirlerken temizleme oranini da
yonetir, daha asidik izoformlarin in vivo olarak daha uzun yarilanma omrii vardir [19].
Aragtirmacilar LH nin sialik asit icermesinin metabolik klirens orami ile iligkili oldugunu

gostermislerdir [20].



LH’nin birden fazla dolasim bi¢imi kan ve idrardaki 6l¢timlerini zorlastirir [21]. Glikozilasyon
ve degradasyon hizlarindaki farkliliklara ek olarak, genetik varyantlarin immiinoassay ile

LH'nin saptanmasini engelledigi gosterilmistir [22, 23].

2.1.4. Reseptore Baglanma ve Aktivasyon

LH veya lutropin reseptéri (LHR) olarak da bilinen LH/koryogonadotropin reseptdriine
(LHCGR) baglanir ve reseptorii etkinlestirir [24]. Bu 675 aminoasit G proteine eslenmis
reseptér, FSH ve TSH reseptorleri gibi glikoprotein hormon reseptérlerinin rhodopsin alt
ailesinin bir Gyesidir. Tim G proteinli reseptorlerde oldugu gibi, LHCGR de hiicre zar1 iginde
yedi transmembran etki alanina yerlesir. LHCGR'nin alisilmadik biiyiik hiicre dis1 alani, 16sin
acisindan zengin tekrarlart ve glikozilasyon igin birden fazla bolgeye sahip olmasi ile
karakterizedir (Sekil 2.1). iInsan LHCGR geni (FSH reseptdrii ile ayn1 genel bolgede) kromozom
2p21 Uzerinde bulunur [25].

LHCGR, disi iireme roliiyle uyumlu olarak tekal, luteal, interstisyel ve farklilasmis granuloza

hiicreleri de dahil olmak iizere yumurtalikta birden fazla hiicre tipiyle ifade edilir [24].

A

Sekil 2.1. Glikoprotein hormon reseptoriiniin yapisi; a) Hiicre igi 7 gegisli transmembranin ve
glikoprotein hormon reseptorlerinin karakteristik biytk hicre disi alanlari ilustrasyonu, b)
Hiicre disi alanda 16sin agisindan zengin tekrarlarin (LRR'ler) {i¢ boyutlu sematigi, c) Bir

bireysel LRR'nin yapisi, burada “X” herhangi bir amino asidi temsil eder [26]

LHCGR'deki mutasyonlar, psuedohermafrodizm, mikropenis, hipospadias ve infertilite gibi

gelisimsel ve lireme anormallikleriyle iliskilidir [24]. Yeni veriler ayrica, LHCGR dizisindeki



polimorfizmlerin polikistik over sendromu da dahil olmak iizere infertiliteye yol agan kosullar

i¢in risk olusturdugunu ileri sirmektedir.

2.2. Nanopartikuller

Nanometre metrenin milyarda veya milimetrenin milyonda biridir. Bagka bir ifade ile bir
nanometre icine ard arda 2-3 atom dizilebilir ve nano 6lgekte bir yap1 yaklagik 100-1000 atomun
bir araya gelmesiyle olusturulur. Tiirk dil kurumu tarafindan “n” sembolii ile ifade edilir ve SI
birim sisteminde 10"*°a karsilik gelir [27]. Nanopartikiiller (NP); "American Society for Testing
and Materials (ASTM)’a gore partikiil boyutlar1 iki veya ¢ boyutlu olmak zere 1 nm ile 100

nm uzunlukta olan pargaciklar olarak ifade edilir [28].

NP yiizyillar Once, 6zellikleri bilinmeden ¢ok genis alanlarda kullanilmigtir. Misirlilar kolloidal
altin NP’leri kozmetiklerde, ayrica giimiis ve bakir NP’lerini seramik sirlara metalik parlaklik

vermek i¢in kullanmiglardir [29].

NP boyutu, sekli, ylizey oOzellikleri ve atomik dizilimleri biiyiik hacimli nesnelerden daha
avantajli fiziksel ve Kimyasal 6zellikler gosterir. Ozellikle yiiksek yiizey/hacim oranindan

dolayi, bu yapilar iistiin mekanik, optik, manyetik, elektriksel ve termal dzelliklere sahiptir [30].

Nanopartikiillerin smiflandirilmast bircok 6zellige gore yapilmakta olup, temel olarak
kendilerini olusturan atomlarin  Ozelliklerine gore Sekil 2.2°de gosterildigi  gibi

smiflandirilabilirler;
1. Karbon bazli nanopartikiiller (multi duvarl karbon nanotiipler, fullerenler vb.),

2. Metal bazli nanopartikiiller (altin kolloidler, siiperparamanyetik demiroksit nanopartikiiller,

nanogubuklar, nanokabuklar vb.),

3. Yari iletken bazli nanopartikiiller (kuantum noktalar1 vb.) [31].
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Sekil 2.2. Nanopartikiillerin siiflandirilmasi; a) Fullerenler, b) Molekiler nanopartikiller, c)
Iyonik nanopartikiiller, d) Metal nanopartikiiller, e) Pasiflestirilmis nanopartikiiller, f) Nano

alasimlar [29]

2.2.1. Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari

Gilintimiizde nanoteknolojinin gelisimi hizla devam etmektedir. Bu gelisim yasam standartlarini
ve hayat kalitesini yukselterek Diinyada enerji, yap1 ve ingaat, gida ve tarim, saglik gibi birgok
uygulama alaninda 6nemli bir rol oynamaktadir. En 6nemli uygulama alanlarina 6rnek

verilmistir:

Sensor Uygulamalari;

Nanopartikiillerin optik 6zelliklerinden yararlanilarak tarim ve gida alanlarinda ¢ok diisiik
miktarlardaki patojenlerin veya kimyasal kontaminasyonun tespit edilmesi saglanabilir.
Depolama;

Hidrojen depolanmasindaki sorun, hidrojen enerjisinin kullanimini engellemektedir. Her ne
kadar istenilen performansta bir sistem elde edilmemis olsa da karbon nanotlpler sayesinde
hidrojen depolanmasi hedeflenmektedir.

Cevre Temizligi:

Karbon nanotiplerin yiiksek yiizey alani, mekanik kuvvet gibi ozellikleri su, hava ve diger
malzemeleri temizlemeye yarayan filtrelerde kullanilmasi planlanmaktadir.

Saglik Alani;

Nanopartikiillerin dis ylizeyinin fonksiyonlastirilmast sonucunda kontrollii ilag salinimi

sistemlerinde kullanilmasi adina bir ¢ok calisma yapilmaktadir. Bu sayede kanser tedavisinde



kullanilan kemoterapi ve radyoterapi yontemlerinin yerine nano konteynerler sayesinde ilaglar

vicudumuzun tlimor bolgesine giivenli bir sekilde ulastirilabilir [32].

2.2.2. Manyetik Nanopartikuller

Manyetik nanopartikiller Ni, Co, Fe, Fe3O4 ve Fe;O3 gibi metal ve metal oksitlerden olusup bir
stvi igerisinde superparamanyetik dispersiyonlar meydana getirir. Genelde metaller toksiktir ve
oksitlenmeye egilimlidir. Ornegin Ni, Co ve Fe atmosfer kosullar1 altinda NiO, CoO ve FeO
alagimlarina oksitlenir. Nanopartikiillerin biiyiik ylizey alan1 sebebiyle oksidasyon sorununu
onlemek i¢in sentetik ve/veya fiziksel bir yontem gelistirilememistir. Demir oksitlerin manyetik
cevap oOzelligi diger metallere gore daha diisiik olmasina ragmen daha az okside olup kararli

manyetik etkilerini korumaktadirlar [33].

Demir oksitler ferrimanyetik dzellik gosterir. Manyetit (FesO4) ve maghemit (y-Fe203) en genel

ve en ¢ok rastlanan demir oksitlerdir [34].

Manyetit havada maghemite, 300 °C’den yiiksek sicakliklarda ise hematite oksitlenir. Maghemit
ferrimanyetiktir (az manyetik 6zelligine sahip), fakat hematit antiferromanyetik oldugundan bu

doniisiimiin goz oniinde bulundurulmasi gerekmektedir [35].
4 Fe304 + O — 6Fe203

Manyetit ve maghemit ayni fiziksel 6zelliklere sahip olmalarina ragmen (Cizelge 2.2) manyetik
Ozellikleri alt orgii etkilesimlerinden dolayr degismektedir. Maghemitin (y-Fe2Oz) kristal
yapisinda sadece Fe3* iyonlar1i mevcuttur ve yarisi tetrahedral diger yaris1 da oktahedraldir.
Manyetitin (FeO.Fe;Os) kristal yapisi ise 1:2 molar oraninda oktahedral Fe?* ve yarisi

tetrahedral, diger yaris1 oktahedral Fe®* iyonlarindan olusmaktadir [34].

Cizelge 2.2. Manyetit ve maghemitin fiziksel 6zellikleri

Kristal Hiicre Renk Doygunluk |Curie
yapisi boyutu miknatishgi | sicakhg
(nm)
Manyetit Kubik ap=0.839 Siyah 90-98 850
Maghemit Kubik a0=0.834 Kirmizi | 76-81 820-986
tetragonal kahve




Manyetit ters spinal kristal yapisindadir (Sekil 2.3). Oksijen iyonlar1 kiip i¢inde diizenli olarak
birbirine karst gelen pozisyonlarda yerlesmistir. Kiibik birim hiicre merkezi 56 atom olmak
lizere, 32 O anyon ve 16 Fe** ve 8 Fe?* katyonlardan olusmaktadur.

{3
/ o /
—1® @ retranedral A

O ) . Oktahedral B

NS

Sekil 2.3. Manyetitin kristal yapisi [36]

O Oksijen iyonlan

Manyetitin elektron konfigiirasyonu eslenmemis 3d elektronlarini icermektedir. Fe** iyonlarmin
spinleri ile Fe3* ve Fe?* iyonlarmin spinleri ters paralel ve esit olmayan bir bicimdedir [36].
Manyetitin izoelektrik noktast 6.8’dir. Kararli bir manyetik kolloidal sivi olusmasinda, en
Oonemli unsur manyetit nanopartikiillerin kararli olmasidir. Manyetit nanopartikiillerinin

izoelektrik noktasi sitrat veya silika ile kaplanarak modifiye edilir ve kararlilik saglanir [35].

2.2.3. Manyetik Nanopartikullerin Sentez Yontemleri

Nano yapmin farkli fazlarda ve fiziksel Ozelliklerde sentezlenmesi icin (sentezlenen
malzemenin kararlilik durumuna ve sentez siiresine bagli olarak) bir¢ok teknik gelistirilmistir.
En yaygin olarak kullanilan teknikler sunlardir;

Ikili Coktiirme

Oda sicakliginda veya yiiksek sicakliklarda belli oranlarda Fe*? ve Fe*® iyonlari giiclii karistirici
altinda bazik ortamda ¢oktiiriiliir. Pargaciklarin boyutlar bazik ortam, Fe*?/Fe*® oram, pH,
sicaklik, karistirma hizi, iyonik siddet gibi faktorlerden etkilenir [37].

Ters misel/mikroemilsiyon

Nano boyuttaki su kiireleri, organik faz/su ara ylizeyinin yiizey aktif maddelerle kararli hale
ulagmasi ile olusur. Yiizey aktif madde/su oran1 15’in altinda ise ters misel, iistiinde ise mikro
emiilsiyon sistemler olusur. Nano yapidaki taneciklerin Gretilebilmesi igin su kireleri
nanoreaktor olarak kullanilir. Su kiirelerinin boyutu, olusan taneciklerin boyutu ile dogrudan
orantilidir [38].



Hidrotermal Sentez

Reaksiyon otoklavda, suyun kaynama noktasinin iizerinde ve yiiksek basing altinda buhara
maruz birakilarak gergeklestirilir. Kontrol edilebilir bu reaksiyon sonucunda degisik morfolojik
yapilara sahip tozlar tiretilir [39].

Termal Parcalanma

Demir-oleat kompleksleri yiiksek sicakliklarda organik c¢oziiciiler ve oleik asit varliginda
kaynatilir. Kompleksin par¢alanmasi saglandiktan sonra demir agiga ¢ikar ve oksijen varliginda

manyetite doniisiir. Y6ntem organik bazli bir yontem olarak bilinir [40].

2.2.4. Altin Kaph Manyetik Nanopartikiiller

Altin kaplamali manyetik ¢ekirdek-kabuk nanopartikiilleri, ¢ekirdegi oksitlenme ve
korozyondan koruyarak, amin/tiol terminal gruplar1 vasitasiyla iyi biyouyumluluk ve afinite
sergilemek suretiyle kimyasal stabiliteyi arttirdigi bildirilmektedir. Bu durumda altin, kimyasal
veya biyolojik-tibbi ajanlarla spesifik yiizey islevselligi nedeniyle, tercih edilen bir kaplama
maddesi haline gelivermistir. Demir oksit (Fe2Os veya kismen oksitlenmis Fe3Os4) cekirdek
nanoparg¢aciklarina altin veya giimiis kabuklu gesitli ¢ekirdek-kabuk sistemleri sentezlenmistir
[41]. 1lk olarak 2001 yilinda Cui ve arkadaslari bu yeni kompozit partikiilleri sentezlemislerdir
[42]. Sentez temel olarak iki asamada gerceklestirilmistir. ilk olarak manyetik 6zellik gosteren
manyetit (FesOs) nanopartikillerin sentezi daha sonra da bunlarin altin ile kaplanmasi
yapilmustir. Sentez bir ka¢ yontemle yapilmakta olup, her yontemin altin kabuk kalinligi,
partikiil boyu kontrol zorlugu gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. En yaygin olarak sabit
reaktorler seklindeki ters misel yontemi, alkali bir ortamda ikili ¢oktiirme yontemi ile sulu fazda
gerceklestirilen demir tuzlarinin manyetit nanopartikiillerinin kloraurik asit ile indirgenerek
altin kaplamanin olusturulmasi ve demir (III) oleatin 1si1l bozulmasi ile altin asetatin

indirgenmesiyle kaplamanin yapilmasi gibi yontemler kullanilmaktadir [34].

2.2.5. Altin Kaph Manyetik Nanopartikiiller ile Yapilan Baz1 Calismalar
Mirkin ve ark. tiol ile modifiye edilmis DNA molekiillerini Au pargaciklarina basariyla combine
etmiglerdir; daha sonra bu pargacik sistemini manipiile ederek, ¢esitli enzimler varliginda bu

yontemi gelistirmislerdir [43].

10



Mandal ve ark. misel ¢ozeltisinde (Fe3Oas)cekirdek-(AU)kabuk yapisinda partikiiller sentezledi.
Cesitli yontemlerle karakterize edilerek manyetik 0Ozellikler incelenmistir. Hazirlanan

partikiillerin MRI ve DNA sensorii gibi uygulamalarda kullanilabilecegini belirtmislerdir [44].

Cui ve ark. immunolojik ve afinite temelli tayinler icin yeni bir substrat gelistirmislerdir. Kan
icindeki HBV antijenini belirlemek igin FesOs-Au nanopartikil yiizeyine 1gG ve IgM

antikorlarin immobilize ederek kati faz substrati olusturmuslardir [42].

Jafari ve ark. ters misel yontemiyle sentezledikleri FesOs-Au nanopartikilleri biyouyumlu
poligliserol ile kaplamislardir. Manyetik 6zellikleri incelenerek MTT ile hiicrelerde toksik etki

yaratmadigi ve ilag salinimi igin uygun oldugunu bildirmislerdir [45].

Wang ve ark. yetiskin bir siganin omuriliginden 20 sinir kok hiicresini izole ederek FezOs-Au
NP ile etkilestirdikten sonra tekrar siganlarin omuriligine yerlestirerek 48 saat ve bir ay sonra
takibini MR ile yapmislardir. Calismanin sonucunda FesOs-Au NP’lerin giiglii kontrast arttirici

Ozellik gosterdiklerinden dolayt MR etiketleri olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir [46].

2.2.6. Altin Nanopartikiiller

Soy metal nanopargaciklari son 15 yil i¢inde yogun bir sekilde incelenmistir. Altin
nanopartikillerin en 6nemli 6zelliklerinden biri gorinir bdlgede belirgin optik rezonans
saglamalaridir. Altin nanopartikiillerinin 151k sagilmasi yapmalar1 ve diger yari iletken
nanopartikiiller gibi renk degisimi gostermeleri altin pargaciklarin g¢evre degisikliklerine,
boyutlarina ve bi¢imine baglidir. Bu nedenle uygulamalar, iyi tanimlanmis sekil ve boyutlar
saglayan sentez protokolleri gerektirir. Nihai lirlinlerin farkli 6zelliklerini gosteren ¢esitli sentez
yollar1 vardir. Indirgeyicinin kuvveti yaninda, bir stabilizatdriin ¢ozelti faz1 sentezindeki etkisi

de kritik 6nem tasimaktadir [47, 48].

Altin partikiillerin, Turkevich ve Frens'in [49] bu alandaki 6nciil ¢aligmalarina dayanarak,
tanimlanmis boyut dagilimi ile, 9 ila 120 nm arasinda genis bir yelpazede firetilebilecegi

bulunmustur.

Altin nanogubuklar, “transverse” plazmon (TP) ve “longitudinal” plazmon (LP) olarak iki farkli
plazmon rezonansi gostermektedir. TP; altin nanogubuklar uyarildiginda enine kiiresel altin
kolloidlerin plazmon rezonansina yakin bir rezonans gosterirler. LP; altin nanogubuklar

uyarildiginda boyuna olusan plazmon rezonansidir [50].
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Sekil 2.4. Kolloidal altin nanogubuklarin farkli yiizey plazmon bantlari; transvers: 520-530

nm, enine yuzey plazmon banti; longitudinal: 700-1500 nm, boyuna yizey plazmon banti [50]

Sekil ve boyuta bagl olarak giiglii ylizey plazmon rezonans spektrumu gosteren altin
nanopartikiller; nanokiire, nanogubuk, nanokabuk gibi degisik sekillerde sentezlenerek
ultrasensitif dedeksiyon ve goruntiileme yontemleri ile biyotanima, farmakoloji gibi farkli
uygulama alanm1 gosterirler [51, 52]. Altin nanopartikiillerin kiimelenmesi plazmonlarin
birlesmesine neden olur, bunun sonucunda da belirgin renk degisiklikleri meydana gelmektedir.

Altin nanopartikiillerin bu 6nemli 6zelligi kalorimetrik sensor uygulamalarina yol agmustir [47].

2.3. Mikrogip Sistemleri
Minyatirize edilmis analiz sistemlerinin gelisimi son yillarda olduk¢a artmistir. Bu sistemlerin
gelistirilmesi; Orneklerin hazirlanmasi, 6n isleme tutulmasi, ayrigtirilmasit ve tayini gibi

analizlerin ayn1 mikrogip tizerine entegre edilmesine dayanir [53].

Bir sistemin ayni anda kiigiiltiilmesi ve yiksek performans saglanmasi ¢ok zordur. Ancak,
birgok aragtirmaci tarafindan yiiksek performansli mikroakigskan analitik sistemler ile bu
miimkiin olmustur [54, 55]. Cip esasli kilcal elektroforez (CE) geleneksel CE'ye gore ¢cok daha
yiiksek bir analiz hiz1 sunar [55, 56]. Yiiksek ¢oziiniirliik, diigiikk numune hacmi gereksinimi ve
daha kisa analiz siiresi [54, 57] ile CE, geleneksel kilcal sistemlere gére onemli avantajlar

sunmaktadir.
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Mikrogip tabanli kilcal elektroforez sisteminin semast Sekil 2.5'te gosterilmektedir. Ayirma
performansinin optimal olmasi i¢in numune enjeksiyon ve dedektdr genisligi, numune varyansi

ve iki en yakin aralikli analit tepe noktas1 arasindaki mesafenin karakterize edilmesi gerekir.

Sample well

Detector

Sample Waste

Sekil 2.5. Kilcal elektroforez mikrogip ayirma sisteminin sematik goriiniimii; w-kanal hidrolik
cap1, Ld-ayirma uzunlugu, o-karakteristik analit bant genisligi, AL-6rnek tepeleri arasindaki en
kisa ayirma mesafesi (o, analit bantinin genislik entegre konsantrasyon dagiliminin standart

sapmasi olarak tanimlanir) [1]

Geleneksel bir makrosistemin minyatiirize edilmesi i¢in, tasarimi ve insasi, karistiricilar,
reaktorler, vb. gibi tinite islemlerinin diizgiin bir sekilde birlestirerek yapilmasi ¢ok énemlidir
[58]. Aksi takdirde 1s1 ve kiitle transferi verimliligi veya spesifik arayiiz alaninin boyutu gibi

bircok fiziksel parametre mikro alanlarda 6nemli derecede farklidir [58, 59].

M. Tokeshi ve ark. tarafindan on katmanli bir yigin mikroreaktori imal edildi [60].
Mikroreaktor iginde sulu soliisyonda amin ile organik ¢ozeltide asit kloriir arasinda amid olusum
tepkimesi gerceklestirildi ve on katmanli yigma reaktor i¢in maksimum verimin tek katmanlidan
on kat daha fazla oldugunu gozlemlenmistir. Sekil 2.6, on katmanli reaktoriin bir fotografini
gostermektedir. Mikroreaktoriin imalat1 6zel ekipmanlara ihtiyag duyulmadan 1slak agindirma
ve termal baglama teknikleri ile ger¢eklestirildi. On adet cam plaka bir mikrokanal ve blyuk
delikler kazindi. Tiim plaklar tst tste getirildi ve bir diiz cam plaka Ust plaki ortecek sekilde
yerlestirildi. Aliimin agirliklar1 ile sandvig¢ haline getirildi ve tek katmanli cam mikrogiplerinin
imalati i¢in kullanilan ayn1 kosullar altinda 1sitildi [61]. Bu ¢alisma ¢ok tabakali mikrogiplerin,

islem sayisinin tek bir ¢ip ilizerine nasil entegre olabileceginin iyi bir 6rnegidir.
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Sekil 2.6. On katmanli y1gin mikroreaktoriiniin fotografi [1]

Geleneksel heterojen immiinosorbent ve enzim baglantili imminosorbent assay (ELISA)
sistemleri yliksek secicilik ve hassaslik nedeniyle, klinik teshislerde, ¢evre analizlerinde ve
biyokimyasal aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmakla birlikte uzun tahlil zamani, rahatsiz
edici s1v1 isleme prosediirleri ve pahali antikor reaktifleri gibi dezavantajlar icerir. M. Tokeshi
ve ark. analitik sistemleri bir mikrogip i¢ine entegre ederek dezavantajlarin ortadan kalktigini
bildirmislerdir. Kolon kanseri tiimoérleri olan insan karsinoembriyonik antijen (CEA) test

edilmis ve kisa slrede basariyla belirlendigi gosterilmis.

Bir mikrokanal igine, anti-CEA antikoru ile kaplanmis polistiren boncuklar konulmus ve daha
sonra ilk antikor olan CEA"1 ve kolloidal altin ile konjuge edilmis ikinci antikoru igeren bir
serum Ornegi ardisik olarak reaksiyona sokulmus bdylece ii¢ antikor gerektiren bir sandvig
immiinoassay sistemi olusturulmus (Sekil 2.7). Olusan antijen-antikor kompleksi, boncuk

ylizeyine sabitlenmis ve bir termal lens mikroskopu kullanilarak saptanmis [1].

(a) (b)

- 6.5mm -

Sekil 2.7. Antijen-antibadi etkilesiminin sematik gosterimi; a) ELISA plakasi, b) Mikrogip [1]

2.4. Raman Spektroskopisi
Spektroskopi, molekiillerin kimyasal ve fiziksel formlar1 hakkinda bilgi vermek, karakteristik
spektrumlarindan maddeleri tanimlamak ve numunedeki madde miktarini kantitatif olarak tespit

etmek i¢in kullanilir. Spektroskopi teknigi, analitik problemlere ¢dziimler sunar. Numuneler
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kat1, sivi ya da buhar, mikroskopik parcaciklar olarak veya yiizey tabakalar1 gibi fiziksel

durumlarda incelenebilir.

Tarihte ilk olarak Adolf Gustav Stephan Smekal 1923 yilinda fotonlardaki inelastik sagilma
olgusunu Oongérmistiir [62]. 1928 yilinda Hintli fizik¢i Dr. Chandrasekhara Venkata Raman
1910 yilinda ortaya attig1 diisiinceyi deneysel olarak tespit etmistir. Gemi yolculugu sirasinda
denizin mavi rengi gokyliziiniin mavisinin yansimasi oldugunu sdylemistir [63]. C. V. Raman
1931 yilinda gaz molekiilleri lizerine 151k gondererek molekiiller tarafindan sagilan 1s1nin dalga
boyunun gelen demetin dalga boyundan farklilik gosterdigini, dalga boyundaki kaymalarin
molekiillerin kimyasal yapilarina gore degistigini sistematik olarak agiklamasiyla Nobel Fizik
odiliinii kazanmistir. Raman sagilmasi olarak bilinen bu teori bir 151k kaynagindan molekiile
gelen ve molekiil iizerinden 15181n yaptigi inelastik sagilmalart gosterir. Sagilmalarin 6l¢tilmesi

ve molekiiliin titresim spektrumunun incelenmesi ile Raman spektroskopisi ortaya ¢ikmistir

[64].

Raman spektroskopisinin avantaji suyun spektrumunu engellememesidir, bdylece Raman
spektrumu sulu c¢ozeltilerden elde edilebilir. Ayrica, cam ya da kuvartz hiicrelerde de
kullanilabilir [65]. Raman spektroskopisinin bazi dezavantajlar1 da vardir; Floresans sinyaline
gbre Raman sinyalinin daha diisiik olusu, Raman sagilmasi kesit alaninin ¢ok diisiik olmasindan
kaynaklanmaktadir (10*cm?/molekiil). Bunun sonucunda tespit edilmesi de daha zordur [66].
Raman spektrumu 6l¢iimlerinde, lazerden sacilan 15181in dagilmasi sonucunda olusan floresans
etkiyi engellemek igin optik eksene paralel olarak bir notch filtre yerlestirerek elastik sagilmalar
(Rayleigh) dnlenebilmektedir [67].

2.4.1. Sacilma Teorisi

Raman etkisinin anlasilabilmesi igin, 15181in madde ile etkilesimi kuantum mekanik etkisi ile
aciklanabilir. Molekiile diisiik enerjide 151k verildigine bunun sonucunda molekiiliin titresim
hareketlerinde degisim olur. Bu temel ve uyarilmis durumlar arasindaki enerji farkin1 6lgmek
icin Infra-red spektroskopisi gelistirilmistir. Eger bir molekiiliin enerjisi kendisini uyaran
enerjiden fazla ise kararsiz bir sekilde temel halden uyarilmis hale gecer. Tekrar kararli olmasi
icin temel hale geri donmesi gerekmektedir. Ilk hale dondiigiinde sagilan ile gelen 151k enerjisi
esit ise bu bir elastik sagilmadir ve Rayleigh sagilmasi olarak adlandirilir. Baz1 fotonlar

uyarilmadan onceki seviyeye donmeyip, farkli enerji seviyelerine yerlesirler. Bu elastik
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olmayan bir sagilmadir ve enerji farklilig1 ortaya ¢ikar. Bu sa¢ilmaya Raman sagilmasi denir.
Sagilan 11nlardan 107 tanesinden bir tanesi inelastik sagilmadir. Yayilan 1smin enerjisi uyariima

enerjisinden kiiciik ise Stokes sacilmasi, biiyiik ise anti-Stokes sagilmasi meydana gelir (Sekil
2.8) [68].
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Sekil 2.8. Rayleigh ve Raman sagiliminin Jablonski enerji diyagrami [68]

Molekiillerin titresim seviyeleri arasindaki enerji farki, gelen ve sagilan 151n1n enerji farklari ile

iligkilidir. Dolayis1 ile Raman spektrumlari molekiillerin karakteristigini agiklar.

Iki kuantize durum arasindaki enerji farki AE=huvy esitligi ile verilir. Burada h, Planck sabitini,
vo ise ultraviyole goriiniir bolgede sagilan lazer 15181 frekansini ifade eder. Raman spektroskopisi
15181n AE=hvg sartin1 saglamaz, ¢iinkii sagilan 15181n frekans enerjisi ve dalga boyu gelen 1s1ndan

farklidir, bu durumda v=vo+vm olur, vm=molekiiliin titresim frekansidir [69].

Stokes sagilmalarinin, Anti-Stokes sagilmalarina gore daha siddetli olusu molekiillerin v=1
frekans degerlerinin, v=0 frekans degerlerine gore daha yogun olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bu durum Maxwell-Boltzmann dagilim prensibini saglamaktadir. Klasik teoriye gore Stokes ve
anti-Stokes sacilmalari ayni1 kabul edildiginden, klasik mekanik yaklasim bu durumu
aciklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu ylizden kuantum mekanik teorisiyle agiklanmasina gerek

duyulmaktadir.
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Stokes ile anti-Stokes sagilmasi arasindaki siddet farki baslangi¢ enerji seviyelerinin n doluluk
yogunluguna baglhdir. Isil dengede Maxwell-Boltzmann dagilimina sahiptir ve asagidaki

denklem ile ifade edilir [64];

=hu
Lo i Niy=1 —'m
antistokes _ {v=1) _ 6 KT

lstokes Ny=0)
Denklemdeki n terimi doluluk yogunlugunu, k terimi fiziksel bir sabit olan 1.3807 x 10-23 J.K-

1 degerindeki Boltzmann sabitini, T sicakligi ifade etmektedir ve birimi Kelvin’dir.

2.4.2. Raman Spektroskopisi Sistemi

Raman spektroskopi sistemi baslica; lazer kaynagi, dedektor, spektrometre, toplama ve
odaklama optiklerinden olusmaktadir (Sekil 2.9). Lazer yiiksek siddette 151n saglayabildigi i¢in
151k kaynagi olarak kullanilir. Lazer numuneyi uyarmak igin 1simay1 morétesi (UV), gorinr
(VIS) ve yakin kizilalt1 (NIR) bolgelerinden saglar. Raman spektrumu, lazer tarafindan sagilan

15181 bir mercek ile toplanmasi ve spektrometreden gecirilmesiyle elde edilir [70].

Spektrometre

Dedektior

AN

Ornek hiicresi

Y

]
v

Filtre Izgara

Bilgisayar analiz sistemi

Sekil 2.9. Raman spektroskopisi bilesenlerinin sematik gosterimi [71]

Numune boyutu kiiciik olsa da, Olglim esnasinda lazer sayesinde istenilen noktaya
odaklanilabilmekte boylece kolaylikla 6l¢iim alinabilmektedir [72]. Lazerlerin; elektriksel giic
degerleri, dalgaboyu ve boyut/agirlik degerleri daha verimli sonuglar elde etmek igin 6nemli
sistem parametrelerindendir. Raman spektroskopisi i¢in kullanilan lazer gesitleri ve dalga

boylar1 Cizelge 2.3’de gosterilmistir;
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Cizelge 2.3. Raman spektroskopisi i¢in kullanilan lazer tiirleri ve dalgaboylari [73]

Lazer Tipi Dalgaboyu, nm Referans
Argon Iyon 488 0vada 5145 nm [30]
Kripton Iyon 5309 vada647.1 nm [30, 31]
Helyum Neon 6328 nm [30, 32]
Diyot 785 va da 830 nm [30, 33]
Nd-YAG 1064 nm [30, 34]

Detektor, spektral olarak sagilan 1sin1 kaydeder. Raman sagilmasi zayif oldugu igin duyarh
detektorlere ihtiya¢g duyulur. Raman sinyalini kaydetmek igin, belli dalgaboyunda yuksek
kuantum verimliligi ve diisiik giiriiltii seviyesine sahip dedektorler kullanilmalidir. Giiniimiizde
Raman sistemlerinde dedektor olarak yiiksek hassasiyet ve performansindan dolayr yiike
baglantili kameralar (CCD: Charge Coupled Devices) tercih edlimektedir. Bunun disinda
fotongogaltici tiipler (PMT: Photomultiplier Tubes) ve fotodiyot dizini de kullanilmaktadir.

Dalgaboyu segicisi olan spektrometre i¢in en dnemli parametreler dalgaboyu aralig1 ve spektral
coziinlirliiktiir. Dalgaboyu araligit hedef numuneyi uyaracak lazerin dalgaboyuna gore
secilebilir. Yiiksek spektral ¢oziiniirliik zayif Raman piklerinin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir

[74].

2.4.3. Yiizeyi Giiclendirilmis Raman Spektroskopisi

Yiizeyi Giiglendirilmis Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS)
Raman sinyalinin arttirilmasi i¢in gelistirilen bir yontemdir. SERS yonteminin kesfi 1974
yilinda Fleischmann ve ark. tarafindan yapilmistir. Giimiis yiizey Uzerinde elektrokimyasal
olarak piridinin analizini yaparken, giimiis yiizeyin piiriizliligiinii arttirllmas1 sonucunda
adsorplanan piridin miktarinin da artmis oldugunu diisiinmiiglerdir. Deney sonucunda yiizeyden
yuksek sinyal oranina sahip Raman spektrumu alinmistir ve bunun yiizey alan artis1 ile iliskili
oldugunu 6ne siirmiiglerdir [75]. Van Duyne ve Creighton birkag yil sonra yaptiklari ¢aligmalar
sonucunda yiizey alanmin artisinin yanir sira ylizey piirlizliigiiniin de onemli oldugunu
bildirmislerdir [76]. Bir baska ¢aligmada ise 1979, yilinda sulu altin ve glimiis kolloidal

cozeltiler iginde piridin molekiiliiniin Raman sinyalini arttirdig1 gézlemlenmistir [77]. Yapilan
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tiim caligmalara dayanarak 1985 yilinda SERS yontemi altinda yatan temel mekanizmanin
‘yiizey plazmon’ ve ‘kimyasal mekanizma’ olarak aciklandigini bildirilmistir. Yiizey
plazmonlar elektromanyetik alanlari titrestirmektedir. Lazer sayesinde yiizeydeki plazmonlar
salinmakta ve elektromanyetik giliclendirme saglanmaktadir. Kimyasal mekanizma yuzey ile
adsorplanan molekiil arasina yiik transferinin olmas1 ve molekiiliin polarlanabilmesi prensibine
dayanir. Her iki mekanizmada da giliclendirmenin saglanabilmesi i¢in yilizey piiriizliiligii temel

gerekliliktir [7].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler
Deneylerde kimyasal madde olarak;

FLUKA (Bucharest, Romania)’dan temin edilen Demir (III) kloriir (FeCls),

SIGMA-ALDRICH (St. Lois, U.S.A)’ten temin edilen Demir (Il) sulfat hepta hidrat
(FeS04.7H20), Disodyum fosfat (Na:HPO4), Sodyum hidroksit (NaOH), Hidrojen
tetrakloro Altin (IITI) (HAuUCIs), Hidroksilamin hidrokloriir, L-Askorbik asit (CeHgOs),
%99.9 Etanol (EtOH), Heksadesiltrimetil amonyum bromir (CTAB), 11-
Merkaptoundekaonik asit (11-MUA), %98 N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodimid
hidroklorir (EDC), %98 N-Hidroksistlfosiksinimid sodyum tuzu (NHS), Sodyum klorir
(NaCl), Disodyum fosfat (Na2HPOa4), Potasyum fosfat (KH2POa), Potasyum klortr (KCI),
2-(N-Morfolino)etanesulfonik asit (MES monohidrat), Etilendiamintetraasetik asit
disodyum tuzu (EDTA),

MERCK (Darmstadt, Germany)’ten temin edilen Giimiis nitrat (AgNOs), 4-Aminotiyofenol
(4-ATP), %98 Etanolamin, Sodyum borohidriir (NaBH.), Perklorik asit (HCIO4),

TEKKIM (Bursa)’den temin edilen %50 Benzalkonyum kloriir (BCC) kullanilmistir.

Kimyasallar, ultra saf su (>18.3 MQ.cm) ile hazirlanmistir.

3.2. Biyokimyasallar

Insan luteinizan hormonu standardi (hLH) - 1.0 mL’lik vialler i¢inde 0, 0.6, 3, 15, 75, 240

IU/L konsantrasyonlarinda.

Insan luteinizan hormonu antikoru (Anti-hLH-Eu) - fare monoklonal antikoru, 0.65 mL’lik

vialler i¢inde ~20 pg/mL konsantrasyonunda.

Standartlar, Tris-HCI tuz ¢ozeltisi tamponu (pH 7.8) ile bovin serum albumin ve < %0.1 sodyum

azit iginde hazirlanmistir. Son kullanma tarihinden 6nce +2°C - +8°C’de vialler i¢ginde muhafaza

edilmistir.

Y o6ntemin hLH’ya segici oldugunu, insan korionik gonadotropin (hCG), insan buytime hormonu

(hGH) ve immiinoglobiilin G (IgG) standartlari ile test edilerek gosterilmistir.
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Calismada kullanilan tiim biyomolekiiller AutoDELFIA® markasina aittir ve Hacettepe

Universitesi, Doping Kontrol Merkezi’nden temin edilmistir.

Biorad orijinli kontrol serum 6rnekleri (Level 1, 2 ve 3); 96 farkli analit igerir, stabilitenin

arttirtlmas1 amaciyla liyofilize formda saglanmstir.

3.3. Cozeltiler

NaOH: 1 M olacak sekilde 2 g kat1 NaOH tartildi, balon jojede 50 mL deiyonize su iginde

¢Ozilinmesi saglandi.

Hidrojen tetrakloro Altin (IIT) (HAuCls): 0.01M HAUCI4 ¢6zeltinin hazirlanmas: igin, stok
stvi HAuCls’den 35 pl alindi, 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi deiyonize su ile

tamamlandi.

4-Aminotiyofenol (4-ATP): Stoktan kat1 4-ATP 50 mM olacak sekilde tartildi ve Eppendorf
tiipe aktarildi. Eppendorf tiip i¢inde 1 mL Etanol’de ¢6ziinmesi saglandi.

Sodyum Borohidrir (NaBHas): 1.9 mg kati NaBHj tartildi, 5 mL sogutulmus deiyonize su

icerisinde ¢oziinmesi saglanarak 0.01 M ¢ozelti hazirlandi.

Askorbik Asit: 88 mg kati1 askorbik asit tartildi, 5 mL deiyonize su igerisinde ¢oziinmesi

saglanarak 0.05 M ¢ozelti hazirlandi.

Gilimiis Nitrat (AgNOz3): 8.45 mg kati AgNOs tartildi, 5 mL deiyonize su igerisinde

¢Ozilinmesi saglanarak 0.01 M ¢o6zelti hazirlandi.

MES Tamponu: MES monohidrat 0.05M olacak sekilde tartild1 ve i¢cinde deiyonize su olan
balon jojeye aktarildi. 1M NaOH ¢6zeltisi eklenerek, pH’s1 6.5’¢ ayarlandi. Son hacim 50

mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

PBS Tamponu: Sirasiyla 0.1 M Na:HPO4 ve KH2POg4 ¢ozeltileri karistirilir ve pH’s1 7.4
olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra 0.2 g/ KCl ve 8 g/L NaCl tuz ilavesi yapildu.

EDTA: 1 g kat1 EDTA tartildi, 10 mL 1M NaOH ¢ozeltisi i¢inde ¢dziinmesi saglandi.

CTAB: 1.84 g kat1 CTAB tartildi, 50 mL deiyonize su igerisinde ¢ézlinmesi saglanarak 0.1
M ¢ozelti hazirlandi.
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MUA: 4.37 mg kati MUA tartildi, 1 mL etanol i¢inde ¢éziinmesi saglanarak 20 mM ¢ozelti

hazirlandi.

EDC/NHS: 100 mM olacak sekilde, her ikisinden 8 mg tartildi, 1 mL MES tamponunda

¢Ozilinmesi saglandi.

D-alanin: 4 mg kat1 D-alanin tartildi, 1 mL MES tamponu i¢inde coziinerek ¢ozelti

hazirlandi.

Etanolamin: 1 mL MES tamponu i¢ine 10 puL etanolamin eklenmesi ile etanolamin ¢ozeltisi

hazirlandi.

FeClsz ve FeS04.7H20 ¢ozeltileri: 1.28 M ve 0.64 M olacak sekilde sirasiyla 1.038 g FeCls
ve 0.889 g FeSO4.7H0 tartildi, 5 mg deiyonize su i¢inde ¢oziinmeleri saglanarak ¢ozeltiler

hazirlandi.

3.4. Cihazlar ve Geregler

Raman spektroskopisi (DeltaNu ExamineR Inc. Laramie, WY, U.S.A & Qimaging
MicroPublisher-RTV-5.0, Canada): Raman mikroskopu 785 nm lazer kaynagi, numune i¢in
hareketli lamel haznesi ve CCD dedektorii optimizasyon ¢alismalari ve kalibrasyon
grafiginin olusturulmasi sirasinda, 4-Aminotiyofenol sinyal 6l¢limii i¢in kullanilmistir.
Cihaz parametreleri 45 sn veri toplama suresi, 10X objektif, 30 um lazer spot alani, 150 mW

lazer giicii olarak ayarlanmistir.

Gegirgenli Elektron Mikroskop (TEM) 6l¢iim diizenegi (JEOL JEM 1400, Jeol Ltd., Tokyo
Japan): Sentezlenen nanopartikiiller ve olusan sandvig yapisi karakterizasyon ¢aligmalarinda
kullanilmistir. Orneklere %2 uranil asetatla negatif boyama yapilmistir ve 80-120 kV’de

incelenmistir.

UV-Visible spektrofotometre (SPECTRONIC GENESYS, California ABD): Sentezlenen
nanopartikiillerin absorpsiyon spektrumlari tek 1sin yollu UV-visible spektrofotometre ile

kaydedilmistir.

Santrifiij cihazi (EPPENDORF 5418, Eppendorf Middle EAST and Africa FZ-LLC, Dubai
Media City U.A.E.): Partikiillerin ¢okmesini saglayarak ortamda bulunan asir1 reaktiflerin
uzaklastirllmas1 ve modifikasyonlardan sonra yikama isleminin yapilmasi ig¢in

kullanilmistir.
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— Ultrasonik banyo (SONOREX RK 156, BANTELIN Electronic GmbH & Co. KG, Berlin
Germany): Nanopartikullerin ¢cékme, topaklanma problemlerini engellemek; homojen

dagilim ve etkilesimini saglamak amaciyla kullanilmistir.

— Etiiv (O Heraeus INSTRUMENTS GmbH. 63450, Hanau Germany): Yikama islemi sonrasi,
mikrogip odaciklarinda hava kabarcig1 veya sivi kalmamasi amaciyla, mikrogipler 80-90

°C’de 15 dk kadar etiivde bekletilmistir.

— Calkalayict (N-BIOTEK Co. Ltd. Gyeonggi-do Korea): Sentez ve modifikasyon
asamalarinda, etkilesimlerin daha yiiksek olmasi amaciyla beklemeler ¢alkalayicida

yapilmistir.

— pH metre (SENOVA LABTECH Co.,Ltd., PEN TYPE SX-610, Shanghai China): Tampon

¢Ozeltilerin hazirlanmasi sirasinda kullanilmastir.

— Hassas terazi (SHIMADZU Inc., Kyoto, Japan), Deiyonize su cihazi (MILLIPORE
SIMPLICITY 185, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt Germany), Mikropipet (1-
10, 10-100, 100-1000 pl)

3.5. Mikrogip Tasarim ve Uretimi

Siirekli akis ciplerine alternatif olarak, calisma sivilarimin statik olarak durdugu ve pipet
kullanilarak isletilen pasif bir mikrogip tasarlanmistir. Mikrogip birbirlerine kilcal valfler [78,
79] ile bagl 4 hazneden olusmaktadir (Sekil 3.1). Calisma sivilari hazneler igerisinde sirasiyla
pipet kullanilarak aktarilmaktadir. Tasarlanan bu mikrogipin en 6nemli 6zelliklerinden biri
stvinin sonraki hazneye dogru ilerleyememesidir. Bu sayede her bir hazneye sivi aktarilmasina

ragmen birbirlerine karigmas1 miimkiin olmamaktadir.
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hazne 1
hazne 2

(a) kilcal valf

kilcal valfler

kilcal araylz

Sekil 3.1. a) Mikrogipin genel gérunimda, b) Kilcal valfin detay goriiniimii, ¢) Kilcal arayiiziin

valf kanali boyunca hareketi, d) Kilcal arayiiziin 180 °’lik dontise ulastiginda durmasi [79]

Kilcal arayiiz, valf kanalinin bir sonraki hazneye agilan ucundaki 180°’lik doniise geldiginde
kilcal araylizde gelisen yiizey gerilmesi ve buna bagli olarak akisa ters yonde olusan arayiz

basing etkisi ile sivi daha da ileriye gidememektedir (Sekil 3.2).

Ap:y[i_FiJ
R R
Young-Laplace esitligi; Ap, kilcal arayliziin iki taraf arasindaki basing farkini, y ylizey

gerilimini, R1 ve Rz kilcal arayiiziin geometrisini ifade eden temel yaricaplaridir.

Mikrogipin tasarimi sekil 1.d’de goriilen kilcal araytizde, R1 ve R2’nin aldig1 degerler nedeniyle

Ap negatif bir deger almakta ve kilcal akisa ters yonde bir basin¢ olugsmaktadir.

Sekil 3.2. Kilcal valflerin ¢alismasi; a) Birinci haznenin doldurulmasi ile ¢alisma sivisinin valf
kanali boyunca ilerlemesi ve ikinci hazneye ulasmadan durmasi, b) Ikinci haznenin
doldurulmasinda birinci hazneye dogru geri akisin olmasi bir miktar karismaya neden

olmaktadir, ancak bu karisma miktar1 ¢alismayi etkilememektedir
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Mikrogip tasarmm i¢in Cankaya Universitesi Makine Miihendisligi Béliimii’'nde yer alan
ProLight WPLM1000 isleme merkezi kullanilmistir. Mikrogipi olusturan kanallar ve hazneler
poli (metil metakrilat) (PMMA) bloklar tzerine mikro frezleme yontemi ile islenmis, islenen
kanallarin tizeri ise yine PMMA bloklar kullanilarak termokompresyon yontemi ile
kapatilmistir. Hazneler 3mm capli, hazneleri birlestiren valf kanallar1 ise 400 um genislikte ve
200 pm derinlikte freze ¢akis1 kullanilarak islenmistir. Islem sirasinda PMMA ’nin 1sinmasi ve
buna bagli olarak bozulmasinit engellemek amaciyla yiizey bor yagi ile sogutma islemi
gergeklestirilmistir. Haznelerin giris-¢ikis portlarinda PMMA pargay1 boydan boya delen 1 mm
capli delikler agilmistir. Kanallarin {stlerinin kapatilmasi i¢in ikinci PMMA parga
termokompresyon (thermo-compressive bonding) yontemi mikrogipin yiizeyine baglanmistir.
Termokompresyon isleminin 110 °C’nin iizerinde yapilmasi 1sil gerilimlere ve bunun
neticesinde Ol¢ili degisikliklerine neden olabilmektedir. Kompresyon sicakligini diisiirebilmek
icin, her iki PMMA parga islem Oncesinde oda sicakliginda 4 dakika boyunca kloroform
buharina maruz birakilmistir [80], sonrasinda sicaklik kontrollii pres kullanilarak 60 °C sicaklik

altinda 20 dakika boyunca 68.75 N/cm? basing uygulanarak birbirlerine baglanmustir.

Kullanim sirasinda nanopartikiillerin yapisma problemini ortadan kaldirmak amaciyla
mikrogipler 10 saniye boyunca hava plazmasina maruz birakilarak yiizey hidrofilikligi

arttirlmistir.

3.6. Yontem

Calismada luteinizan hormonun hizli ve hassas tayini igin yeni bir alternatif yontem
sunulmustur. Bu kapsamda, LH tayini i¢gin PMMA tabanli bir mikrogipin i¢inde
imminomanyetik ayirma esasina dayanan sandvig tipi bir biyosensor gelistirilmistir. Sandvig

yap1 ‘FesOs@AuU NP — LH — Au NP’ konjugatlari ile olusturulmustur.

Birinci asamada demir partikiillerin ve altin partikiillerin sentezi yapilmistir. Sentezlenen demir
partikiilleri daha sonra altin ile kaplanarak, ¢ekirdek-kabuk (core-shell) FesOs@Au NP’leri
olusturulmustur. Altin partikiillerin sentezinde benzalkonyum kloriir (BCC), alternatif bir sentez
daha yapilarak setrimonyum bromiir (CTAB) kullanilmistir. Bu sayede kiire ve ¢ubuk yapilarina

sahip altin nanopartikiiller sentezlenmistir.

Ikinci asamada sentezlenen NP’lerin yiizeyleri 11-MUA ile modifiye edilmistir. Daha sonra

FesOs@Au NP’lerin iizerindeki karboksil gruplart NHS-EDC reaksiyonu ile aktif hale
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getirilmistir. Au NP’lerin ylizeyi ise ilk olarak SERS etiketi 4-ATP, ardindan EDC/NHS ile
modifiye edilmistir. Her modifikasyon sonunda partikiillerin yikanmasi ti¢ defa 0.05M MES

tamponu ile yapilmistir.

Uciincii asamada aktif hale getirilen karboksil gurplarmin LH antikorlar1 (Ab-hLH-Eu) ile
etkilestirerek 45 dakika boyunca baglanmalari saglanmistir. Bu siire sonunda partikiiller ii¢ defa

0.1M PBS tamponu ile yitkanmis ve baglanmayan antikorlar ortamdan uzaklastirilmigtir.

Dordiincii asamada D-alanin/Etanolamin ile partikilleri 30 dakika etkilestirerek spesifik
olmayan baglanmalarin engellenmesi saglanmistir. Bu siire sonunda partikiillerin yikanmasi ti¢

defa 0.05M MES tamponu ile yapilmistir.

Besinci asamda LH hormonu ile FesOs@Au NP’leri 45 dakika etkilestirilmistir. Etkilesimin
sonunda baglanmayan LH’larin uzaklastirilmasi, yikama isleminin tekrar ii¢ defa 0.05M MES
tamponu ile yapilmasi sonucunda saglanmistir. Burada tam olarak bir antijen-antikor etkilesimi

olusturulmustur.

Bu asamalarda yapilan tiim modifikasyonlar Eppendorf tlp icerisinde, ‘FesOs@Au NP — LH —

Au NP’ sandvi¢ yapinin olusumu ise mikrogip igerisinde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.3. Nanopartikiillerin modifikasyon asamasi ve homojen sandvi¢ yapisinin olusumu; a)
Fe3Os@Au NP modifikasyonu, b) Altin NP modifikasyonu, c¢) Mikrogipte ‘Fe3Os@Au-hLH-

AuNP’ sandvig yapisinin olusumu

Dort hazneden olusan mikrogipin ilk haznesine FesOs@Au NP — LH konjugati, ikinci haznesine
modifiye Au NP’leri 15 pL kadar aktarilir. FesOs@Au NP’lerin manyetik 6zelliginden
yararlanarak, miknatis yardimi ile FesOs@Au NP — LH konjugati toplanip mikrogipin kilcal
valfinden surtklenerek ikinci haznede bulunan Au NP’leri ile yaklasik 1 dakika etkilestirilir. Bu
etkilesimin sonucunda sandvi¢ yapinin olugsmasi saglanir. Yine miknatis yardimi ile sandvig
yapt kilcal valften gegirilerek yikama tamponunun (0.05 M MES) bulundugu ii¢linci hazneye
aktarilir. Bu sayede FesO4s@Au NP — LH konjugati ile etkilesmeyen, suruklenme etkisiyle
Uclinct hazneye tasinan Au NP’leri elimine ederek, 6lglim haznesine ulagmalar1 engellenir.
Yikama isleminin sonunda partikiil toplulugu yine miknatisla belli bir noktada toplanarak
dordiincti hazneye aktarilir. Olgiim SERS ile yapilmakta olup, Au NP’ler ile etkilesen 4-ATP
sinyalleri kaydedilmektedir. Farkli konsantrasyonlarda LH igeren ‘FesOs@Au NP — LH — Au
NP’ sandvi¢ yapmin SERS pikleri Ol¢iilmiistiir ve kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Kullanilan antikorun seciciligini test etmek amaciyla aym yontem hCG, IgG ve hGH ile

yapilmustir.
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Sekil 3.4. Yontemin PMMA tabanli mikrogipte uygulanmasi; a) FesOs@Au NP — LH
konjugatinin mikrogipin birinci haznesine ve 4-ATP ile modifiye AuNP mikrogipin ikinci
haznesine aktarilmasi, b) Ikinci haznede NP’lerin ektilestirilmesi ve homojen sandvi¢ yapinin
olusumu, c¢) NP’lerin olusturdugu sandvi¢ yapinin miknatisla tiglincii hazneye suriklenerek

MES (pH 6.0) tamponu ile yikanmasi, d) Yikama isleminden sonra NP’lerin miknatisla

mikrogipin 6lciim haznesine aktarilmasi
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4. DENEYSEL CALISMALAR VE BULGULAR

4.1. Sentez Calismalari

4.1.1. Manyetik Nanopartikullerin Sentezi

Manyetik 6zellige sahip kiiresel Fe3O4 nanopartikiillerin sentezi, Fe*3 ve Fe*? demir iyonlarinin
1/2 oraninda karistirilmasi ve olusan demir oksit tuzlarinin oda kosullarinda kontrollii bir sekilde
yiikseltgenmesiyle gerceklestirilmistir. ilk olarak 5 mL 1.28 M FeCls ve 5 mL 0.64 M
FeSO4.7H20 deiyonize su icerisinde ¢dzlinene kadar 2 dakika karistirilmistir. Koyu sari-yesil
renk gozlemlenmistir. Karisima 125 mL 1M NaOH c¢ozeltisinden biiret yardimi ile yaklasik 45
dakika boyunca damla damla ilave edilmistir. Elde edilen siyah demir tuzlar ¢okelegi bir
miknatis yardimi ile toplanarak siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra karigim tuplerine
aktarilip ti¢ defa 4000 rpm 5 dakika santrifiij edilerek deiyonize su ile yikanmistir. Asitlendirme
asamast i¢in 5 mL 2 M HCIO4 c¢ozeltisi ilave edilmistir ve bir gece oda kosullarinda
calkalayicida bekletilmistir. Kahverengiye doniisen demir nanopartikiillerini igeren ¢ozelti
tekrar {i¢ defa 10.000 rpm 20 dakika santrifiij edilerek asir1 miktardaki asit uzaklastirilip ¢ defa

5 mL etanol ile yikandiktan sonra kurutulmaya birakilmistir [81].

Sekil 4.1. Laboratuvar ortaminda sentezlenen manyetik nanopartikiiller

4.1.2. Altin Kaph Fe3O4 Nanopartikullerin Sentezi
Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin Au kaplama islemi i¢in; 5 mg Fe3O4 nanopartikilleri
tartilmistir ve 5 mL deiyonize su i¢inde yaklasik 5 dakika ultrasonik banyoda ¢dziinmesi

saglanmistir. Cozeltiye, IM NaOH i¢inde hazirlanan 0.27 M EDTA c¢ozeltisi eklenerek tekrar
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yaklasik 5 dakika sonikasyon yapilmistir. Daha sonra siispanse edilen ¢ozeltinin altinda
miknatis tutarak nanopartikillerin dipte toplanmasi saglanmistir ve siipernatant atilip ii¢ defa
deiyonize su ile yikanmigtir. Cokelti 6nce 5 mL 0.1 M CTAB i¢ine alinmistir, daha sonra
sirasiyla 3 mL 0.01 M HAuCls ¢ozeltisi, 5 mL 0.1 M CTAB ve 300 uL. 1 M NaOH ¢ozeltisi
eklenmistir. Her ¢6zeltinin eklenme asamasi ultrasonik banyoda gerceklestirilmistir. Ultrasonik
banyoda vial siddetli bir sekilde karistirilirken 150 mg katt hidroksilamin hidrokloriir indirgeyici
ajani eklenmistir. Bu sirada ¢ozelti sarap kirmizi rengine donmiistiir. Cozelti bir gece boyunca
calkalayicida bekletildikten sonra, kiiresel yapida sentezlenen FesOs@Au nanopartikdlleri
miknatis yardimi ile toplanarak ili¢ defa deiyonize su ile yikanip son hacim 5 mL’ye

tamamlanmistir [82].

(a) (b)
Sekil 4.2. Laboratuvar ortaminda sentezlenen altin kapli FesO4 nanopartikdlleri; a) Dis manyetik
alan olmadiginda kolloidal FesOs@Au NP b) Dig manyetik alan uygulandiginda FesOs@Au NP

cozeltide toplanmasi

4.2. Kiiresel Altin Nanopartikiillerin ve Altin Nanogubuklarin Sentezi

Sentezin ilk asamasinda Au nanopartikiillerden olusan ¢ekirdek ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Cekirdek ¢ozeltisi 7.5 mL 0.1 M CTAB ve 250 pL 0.01 M HAuCl4 karisimi ile hazirlanmastir,
ardindan 600 pL buz banyosunda hazirlanan 0.01 M NaBHs4 c¢ozeltisi ilave edilmistir.
Hazirlanan ¢ekirdek ¢ozeltisi yaklagik 30 °C’de ve 45 dakika bekleme sonucunda agik ¢ay
rengine doniismiistiir. Altin nanogubuklarin sentezi i¢in dncellikle bir vial i¢inde 4.75 mL 0.1
M CTAB, 100 uL. HAuCls ve 60 pL AgNOs ¢ozeltileri karistirilarak koyu turuncu renk elde
edilmistir. Cozeltiye 250 uL 0.01 M Askorbik Asit ¢ozeltisi ilave edilmesiyle renk
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berraklasmistir. Son olarak, siddetli bir sekilde karistirilarak ilk asamada hazirlanan ¢ekirdek
¢ozeltisinden 10 pL eklenmistir. Yaklagik 3 saat bekleme siiresinin sonunda seffaf renk lacivert

tonlarina dogru degisim gostermistir [83].

Altin nanokiirelerin sentezi i¢in; altin nanogubuklarin sentezi sirasinda kullanilan 0.1 M CTAB
yerine 0.1 M BCC kullanilmas: disinda diger protokol adimlarmin aynisi uygulanmistir.
Sentezin son agamasinda bekleme siiresinin sonunda seffaf renk koyu kirmizi tonlara

boriinmiistiir.

Sekil 4.3. Laboratuvar ortaminda kiiresel altin NP ve altin nanogubuklarin sentezi

4.3. Karakterizasyon Calismalari
Sentezlenen altin kapli FesO4 nanopartikiillerin, altin nanogubuklarin ve altin nanokiirelerin
karakterizasyonu gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve UV-gorinir bolge molekiler

absorpsiyon spektroskopisi ile yapilmistir.

4.3.1. Altin Kaph Fe3O4 Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Altin kapli FesO4 nanopartikiillerin metal optik 6zelliklerinden yararlanilarak karakterizasyonu
yapilmistir. Sekil 4.4’te Altin kapli FesO4 nanopartikillerin ¢ekirdek ¢api 9 nm ve kabuk
kalinlig1 3 nm olan ¢ekirdek-kabuk yapilariin TEM goriintiisii yer almaktadir. TEM mikrografi
demir altin nanopartikiillerin, kaplanmamis demir nanopartikiillerle kiimelenmis halde

oldugunu gosteriyor. TEM goriintiisiindeki koyu ¢ekirdekler, demir-altin nanopartikiillerinin
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cekirdek-kabuk yapilarmin olusumunu gostermektedir. Partikillerin neredeyse homojen bir

dagilima sahip olduklar1 ve kiiresel yapida oldugu saptanmistir.

JEM-1400{300000 x|20.5 kV|493 nm 12/12/12, 16:34 —100 nm——
Sekil 4.4. Altin kapli FesO4 nanopartikillerin TEM gorintdsu

Altin kapli Fe3Os nanopartikiillerin sahip oldugu yiizey plazmon rezonans 0Ozelligi,
nanopartikiillerin 15181 absorplamasina ve sagmasina yol agar. Sekil 4.5’te UV-gorinur bolge
absorpsiyon spektrumu gosterilmektedir. Spektrum incelendiginde yaklastk 550 nm’de
absorpsiyon bandi goriilmektedir, bu bant kiiresel nanopartikiillerin karakteristik bir 6zelligidir

ve Fe3O4 nanopartikiillerin altin ile kaplandigini géstermektedir.
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Sekil 4.5. Altin kapli FesO4 nanopartikillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumu

4.3.2. Kiiresel Altin Nanopartikiillerin ve Altin Nanocubuklarin Karakterizasyonu

Kiiresel altin nanopartikiillerin ve altin nanogubuklarin TEM goriintiisti Sekil 4.7'de verilmistir.
Altin nanopartikiillerin plazmon rezonans 6zellikleri boyutlarina, yapilarina (kati ya da bosluklu
yapida bulunmalar1 vs.), sekillerine ve bulunduklari ortamin refraktif indeksine gore degisir.
Calismada farkl iki partikiil icin farkli karakterde iki spektrum kaydedilmistir. Kiiresel altin
nanopartikillerinin ortalama boyutu 25 nm olarak saptanmistir. En/boy orani bir par¢acigin

genisligine (~15 nm) béliinen uzunlugu (~45 nm) olarak tanimlanir. Sentezlenmis altin

nanogubuklarin en/boy orani yaklasik 3 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.6. Altin nanogubuklarin TEM gorintisu
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Sekil 4.7. Kiiresel altin nanopartikiillerin TEM goriintiisii

Sekil 4.8 ve 4.9°da, altin nanopartikiillerin seklini incelemek i¢in kolloidlerin UV-goriinir bélge
absorpsiyon spektrumlar1 kaydedilmistir. Kiiresel altin nanopartikiiller 534 nm'de bir plazmon

bandina sahiptir. Ote yandan, altin nanogubuklarin ilk plazmon band: 531 nm'de ¢apraz plazmon
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bandidir, ikinci plazmon bandi ise 744 nm'de uzunlamasina plazmon bandidir ve kirmiziya
dogru kaymustir. ilk plazmon, kiiresel nanopartikiiller icin klasik plazmon bandindan
kaynaklanmaktadir. Tkinci plazmon bandi daha uzun dalga boyu bélgesinde goériniir ve cubuk
sekilli nanopargaciklarin en/boy oranina baglidir. Bu band 600-1600 nm civarinda goriiniir ve
cubuk seklindeki nanopartikiillerin uzunlamasina plazmon bandina karsilik gelir. En/boy orani
arttik¢a, diisiik enerjili goriiniir bolge ile NIR’da ¢alisma olanaginin artmasi, Raman verimliligin
artmasi gibi avantajlar saglamaktadir. Farkli en/boy oranina sahip nanogubuklarin

sentezlenmesi, farkli optik 6zelliklerin kazanilmasina yol agar.
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Sekil 4.8. Altin nanogubuklarin UV-Vis absorpsiyon spektrumu
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Sekil 4.9. Kiiresel altin nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumu
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4.4. Modifikasyon Calismalar:

4.4.1. Yizeyde Molekdllerin Tek Tabaka Halinde Duizenlenmesi (SAM)

Fes04s@AuU NP’lerin yiizeyinde molekiillerin tek tabaka halinde olusturulmasi (SAM)
isleminden dnce manyetik NP’lerin yikama islemi yapilmistir. Miknatis yardimi ile NP’ler bir
araya getirilip stvi kismi uzaklagtirllmigtir. Ayni islem 3 defa tekrarlanip yikama deiyonize su
ile yapilmistir. Saf etanol i¢erisinde 20 mM 11-MUA hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti ile
yikanan manyetik NP’ler 1 gece boyunca calkalayicida bekletilmistir. Bekleme siiresinin
sonunda altin ylizey iizerinde karbonil gruplart olusturulmustur. 11-MUA’nin fazlasi, yine
miknatis yardimiyla partikiillerin MES (pH 6.50) tamponu ile ii¢ defa yikanmasiyla
uzaklastirilmistir [84].

4.4.2. Raman Etiketinin Baglanmasi

SERS sinyali takibi i¢in 4-Aminotiyofenol SERS aktif molekiilii kullanilmistir. Bunun igin 50
mM 4-ATP 1 mL saf etanol i¢inde hazirlanmigtir. Altin NP’lerin yiizeyine tiyol gruplarindan
baglanmasi i¢in Once partikiillerin yikama islemi yapilmistir. Yikama iglemi i¢in altin NP’ler 10
dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stvi uzaklastirildiktan sonra MES (pH 6.50) tamponu
ile yikamasi yapilmistir. Yikama islemi 2 defa tekrarlanmistir. Yiizeyde SAM olusturulmast i¢in
altin NP’ler 4-ATP c¢ozeltisi ile 1 gece boyunca c¢alkalayicida karistirilmistir. Siire sonunda
yikama islemi aymi sekilde tekrarlanmigtir. 4-ATP'nin yiizeye baglanmasiyla modifikasyon

islemleri 4-ATP’ye ait karbonil gruplari iizerinden yapilmistir.

4.4.3. Karbonil Gruplarin Aktif Hale Getirilmesi

FesOs@Au NP’lerin yiizeylerinde olusan serbest karbonil uglarin aktif hale getirilmesi i¢in 500
pL MES tamponu i¢inde 4’er mg tartilan EDC ve NHS c¢ozeltileri hazirlanmistir. NP’ler bu
cozeltiler ile karistirildiktan sonra 45 dakika ¢alkalayicida etkilesmeleri saglanmistir. Aktif hale
getirilen gruplar Gzerine gonderilen amin gruplari ile kovalent bag yapmasi sonucunda NP’lerin
yuzeyinde amin reaktif NHS esterleri olusturulmustur. Stre sonunda Fe3Os@Au NP’ler

miknatis yardimiyla 3 defa MES tamponu ile yikanmistir [84].

Altin NP’ler i¢in de ayni islemler uygulanmistir. Siire sonunda altin NP’ler 10 dakika 13.000
rpm’de santrifiij edilerek MES tamponu ile 2 defa yikanmustir.
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4.4.4. Nanopartikiil Yiizeyine Antikorun immobilizasyonu

Calisma kapsaminda hedef analitin ortamdan segici bir sekilde izole edilmesi i¢in anikor-antijen
kompleksinin olusmasi saglanmistir. FesOs@Au NP’lerin yiizeyinde aktiflestirilen karbonil
gruplarinin {izerine antikorun baglanmasi saglanmistir. LH izolasyonu i¢in monoklonal fare Eu-
etiketli anti-B hLH IgG insan antikoru kullanilmistir. Tris-HCI tamponu (pH 7.8), BSA tuz
cozeltisi ve < %0.1 sodyum azit igerisinde ~ 20 pg/mL konsantrasyonunda ticari olarak
hazirlanan antikor diliisyonu manyetik NP’ler ile karistirilarak 1 gece ¢alkalayicida etkilesmesi
saglanmistir. Siire sonunda yikama islemi miknatis yardimiyla 3 defa PBS (pH 7.40) tamponu

ile yapilmistir.

Altin NP’ler i¢in de ayni islemler uygulanmigtir. Siire sonunda altin NP’ler 10 dakika 13.000
rpm’de santrifiij edilerek PBS (pH 7.40) tamponu ile 2 defa yikanmistir [85].

4.4.5. Spesifik Olmayan Baglanmalarin Bloklama Ajanlari ile Engellenmesi

Sandvi¢ yapisinin olusmasi sirasinda FesOs@Au ile Au NP’ler etkilesimi disinda meydana
gelebilecek diger nonspesifik baglanmalarin engellenmesi i¢in bu partikiillerin yilizeylerinde
acikta kalan gruplarin bloklama ajanlar1 ile kapatilmasi gerekmektedir. Calisma kapsaminda
bloklama ajan1 olarak %10 etanolamin-4 mg/mL D-alanin karistmi  kullanilmistir.
Etanolamin/D-alanin ¢6zeltileri hazirlandiktan sonra 500’er pL modifiye Fe3Os@Au ve Au
NP’e eklenir. Calkalayicida 1 saat boyunca etkilesmeleri saglanir. Siire sonunda yikama iglemi

PBS (pH 7.40) tamponu ile FesO4s@Au NP icin 3 defa, Au NP i¢in 2 defa tekrarlanmistir [85].

4.4.6. FesOs@Au NP’lerin Protein ile Etkilestirilmesi

Modifikasyon sonrasi yiizeyi antikor ile kaplanmig FesOs@Au NP’ler bes ayr1 Eppendorf tlipte
farkli derisimlerdeki (~ 0.4, 2, 10, 50, 250 IU/L) insan LH standartlar1 ile etkilesmesi
saglanmistir. Tiplerin agz1 iyice kapatildiktan sonra oda sicakliginda 1 saat siireyle
calkalayicida inkiibe edilmistir. Bu sayede hedef proteinin LH antikor uglarina baglanmalari
saglanmistir. Calkalama isleminin sonunda NP’ler 3 defa PBS (pH 7.40) tamponu ile miknatis

yardimiyla yikanarak baglanmayan hLH’larinin uzaklastirilmasi saglanmaistir.

4.5. Optimizasyon Calismalar
4.5.1. Raman Mikroskopu Objektifinin Optimizasyonu
Mikroskop objektifi, mikroskopik sistemlerde ¢ok 6nemli bir rol oynar ve iki fonksiyona

sahiptir: lazerle numuneyi taramak ve numuneden Uretilen Raman sinyalini toplamak. Bu
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nedenle, sinyalin yiiksek bir transmitansinin elde edilmesi i¢in iyi bir hizalamanin yapilmasi
gerekmektedir. Raman konfokal mikroskopunun ¢6ziiniirliigiiniin arttirilmasi ve penetrasyon
derinligi mikroskop objektifinin caligma mesafesiyle saglanir. Objektifin iyi bir sapma degerinin
diizeltmesini saglamak i¢in, objektifin ¢alisma mesafesinin yani sira, ortamin kirma indisi (n)
de kesinlikle dikkate alinmalidir. Ayrica, mikrogip ile objektif merceginin asinmasini 6nlemek

icin, uzun ¢alisma mesafesi hedefi de dikkate alinmalidir.

Objektif optimizasyon ¢aligmasi kapsaminda; Raman mikroskop 785 nm lazer kaynagi, yaklagik

30 um lazer spot alani, 150 mW lazer giicii ve 45 saniye veri toplama siresi olarak ilgili

parametreler ayarlanmistir.

Sekil 4.10. Raman spektroskopisi ile mikrogipten 6l¢tim alinmasi ve mikrogipin son odacigina
odakli Raman mikroskopunun 10X objektifi

Lazer 1sinmin odaklanmasi ve dagimik 1518 toplanmast i¢in 10X/0.25, 20X/0.40 ve
50X/0.75’lik mikroskop objektifleri optimize edilmistir. Sandvi¢ yapinin olusumu i¢in stoktan
alian 500 pL stspanse FesOs@Au NP ve Au NP modifiye edilmistir. Derisimi ~ 20 pg/mL
hLH antikoru, 50 pL kadar modifiye NP’ler ile etkilestirilip son hacim 250 upL’ye
tamamlanmistir. Son olarak yine 50 pL, 2 IU/L derisiminde hLH hormonu, yiizeyinde antikor

bulunan FesOs@Au NP ile etkilestirilip son hacim 100 pL’ye tamamlanmistir.

38



— 10X

— 20X
50000 - — 50X
- 40000
S
3 i
6 30000 -
©
= ]
()]
n 4
o 20000
L
N i
10000
04 M,\_AM
T T T T T T T T
500 1000 1500 2000

Dalga Sayisi (cm™)
Sekil 4.11. Farkli Raman mikroskopu objektiflerinden alinan SERS spektrumlari

Mikrogipin son odacigimin deligine lazer 1simnin odaklanmasi ile 4-ATP’den gelen SERS
sinyalleri 6l¢iilmiistiir. En yiiksek SERS sinyal siddeti 10X/0.25 objektifi ile elde edilmistir.

4.5.2. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

Nanopartikillerin modifikasyonu igin baslica kullanilan; 11-MUA, 4-ATP, EDC/NHS ve
Etanolamin/D-Alanin ¢ozeltileri, antikor derisimi, PBS/MES yikama tamponu daha o6nce
yapilan benzer ¢alismalada optimize edilmistir. Bu nedenle zamandan, maddeden, 6zellikle de

antikor miktarindan tasarruf etmek i¢in 6nceden kullanilan optimize degerler esas alinmustir.
4.5.2.1. FesOs@Au NP Miktarinin Optimizasyonu

FesOs@Au Partikiil Sayisinin Hesaplanmasi

Eppendorf tiip agirhignt = 1.1089 g

Eppendorf tiip agirhg + kurutulmus siispanse Fe@Au NP'lerin agirhgr = 1.1133 g
Fe30s@Au NP'lerin agirhgn = 4.4 x 10°g=4.4mg

FesOs@Au NP’lerin hazirlanmasi i¢in kullanilan Fe miktar1 =5 mg

Partikul kayip miktar1 = 0.6 mg
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Sentezlenen Fe3Os@Au NP vialler iginde 5 mL deiyonize suda muhafaza edilmistir.
Modifikasyonlar1 Eppendorf tiipte yapilmistir ve mikrogipe aktarilmadan Once hafif
calkalayarak homojen dagilimlari saglanmistir ve yaklasik 10 pL’si ¢ipte kullanilmistir. Sandvig
yapinin saglam bir sekilde olusumunu saglamak amaciyla FezOs@Au partikiil miktarini ve buna
paralel olarak partikll sayisini optimize etmek gerekmektedir. Optimizasyon i¢in stok 5 mL’lik
Fe3Os@Au NP’lerinden sirasiyla 100, 150, 200 ve 250 pL ayr1 Eppendorf tliplerine aktarilmistir
ve son hacimleri deiyonize su ile 250 pL’ye tamamlanmistir. Prosediire uygun olarak yikamalari
ve modifikasyonlari tamamlanmistir. Son olarak; partikiiller 50 L. hLH antikoru ile etkilestirilip
paralel bir sekilde her bir Eppendorf tiiplinin son hacmi 250 puL’ye tamamlanmistir. Ayni
sekilde 50 uL hedef protein hLH (50 IU/L) ile etkilestirip son hacim 250 pL’ye tamamlanmaistir.
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Sekil 4.12. Sandvi¢ yapinin olusumu igin farkli miktarlarda modifiye edilen FesOs@Au
NP’lerden kaydedilen SERS sinyalleri

Elde edilen verilerin sonucunda, FesOs@Au NP’lerin miktari arttikga SERS sinyallerinde de bir
arttis gozlemlenmistir. Ancak 200 pL ile 250 pL arasinda 6énemli diizeyde bir fark olmadigi
saptanmistir. Homojen sandvi¢ yapinin olusumu ig¢in, baslangigta modifiye edilecek optimum
FesO4@AuU NP miktart 200 pL olarak belirlenmistir. FesOs@Au NP’lerin mevcut araliklarda
optimize edilmesinin baslica sebebi; daha diisiik miktarlarin sandvi¢ yapinin olusumuna

yetmemesi, daha yiiksek miktarlarin ise mikro¢ vanasinin tikanmasina sebep olmasidir.
4.5.2.2. Altin Nanocubuk ve Kiiresel Altin Nanopartikiil Miktarinin Optimizasyonu

Sentezlenen altin NP vialler i¢cinde 5 mL deiyonize suda muhafaza edilmistir. Modifikasyonlari
Eppendorf tiipte yapilmistir ve mikrogipe aktarilmadan once hafif calkalayarak homojen
dagilimlar1 saglanmistir ve yaklasik 10 pL’si ¢ipte kullanilmistir. Sandvi¢ yapinin saglam bir
sekilde olugsmas1 ve 4-ATP’nin SERS sinyallerinin diizgiin alinmas1 i¢in altin NP mikar1 olduk¢a
onemlidir. Optimizasyon i¢in stok 5 mL’lik altin NP’lerinden sirasiyla 150, 250, 500 ve 750 pL.
ayr1 Eppendorf tiplerine aktarilmistir ve son hacimleri deiyonize su ile 750 pL’ye
tamamlanmistir. Prosediire uygun olarak yikamalar ve modifikasyonlar tamamlanmistir. Son
olarak; partikiiller S0 pLL hLH antikoru ile etkilestirilip paralel bir sekilde her bir Eppendorf

tiipiiniin son hacmi 250 pL.’ye tamamlanmistir.
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Sekil 4.13. Sandvi¢ yapinin olusumu i¢in farkli miktarlarda modifiye edilen Au
nanocubuklardan kaydedilen SERS sinyalleri

Elde edilen verilerin sonucunda, Au NP’lerin miktar1 arttikga SERS sinyallerinde de bir arttig
gozlemlenmistir. Ancak 500 pL ile 750 pL arasinda onemli diizeyde bir fark olmadigi
saptanmistir. Homojen sandvi¢ yapinin olusumu igin, baslangigta modifiye edilecek optimum
Au NP miktar1 500 pL olarak belirlenmistir. Au NP’lerin yiiksek araliklarda optimize
edilmesinin baslica sebebi; FesOs@Au NP’iin yapisal olarak daha yogun olmasindan dolay: 4-
ATP’nin SERS sinyal takibini zorlagtirmasidir.

4.5.2.3. Altin Nanocubuklar/Nanokiireler Kullanilarak Elde Edilen SERS Sinyalleri

Literatiire bakildiginda altin NP’lerin yapis1 SERS sinyallerini etkilemektedir; Yiizey alaninin
biiylimesi ile SERS sinyalleri artmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda altin nanogubuklar ve kiiresel
altin NP sentezlenmistir [83]. Bu dogrultuda istenilen Au nanogubuklarin her zaman ayni yapida
sentezlenmesi giic olmustur. SERS sinyalinin ne kadar etkilendigini saptamak amaciyla her iki

yapidaki Au NP ile immunoanaliz sistemi olusturulmustur.

SERS sinyal verilerine gore, Au nanogubuk kullanildiginda daha yiiksek siddette sinyal elde
edilmesine ragmen onemli bir 6l¢lide fark olmadigi gozlemlenmistir. Bunun sonucunda ¢alisma

kapsaminda her iki yapidaki Au NP kullanilmigtir.
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Sekil 4.14. immunoanaliz yénteminde homojen sandvig yapisinin kiiresel Au nanopartikiiller

ve Au nanogubuklar kullanilarak olusturulmasi sirasinda kaydedilen SERS sinyalleri
4.5.2.4. NP ile Etkilesen Antikor ve Protein Miktarinin Optimizasyonu

Optimize edilen degerlerde stoktan 200 uL FesOs@Au ve 500 uL. Au NP’lerin yikama ve
modifikasyon islemleri tamamlanmistir. Fe3Os@Au ve Au NP ile etkilesecek antikor (~ 20
pg/mL) miktart i¢in sirastyla; 50, 75, 100, 125 pL. hLH antikoru NP ile etkilestirilmistir ve son

hacim 250 pL’ye tamamlanmustir.
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Sekil 4.15. Sandvi¢ yapinin olusumu i¢in farkli miktarlarda antikor ile etkilesen NP’lerden elde
edilen SERS sinyalleri

43



Optimizasyon verilerine gore antikor miktari arttikca SERS sinyalleri de artmaktadir, ancak 100
puL’den sonra 6nemli diizeyde bir artis gézlemlenmemistir. Antikor maaliyetini de goz 6nlinde
bulundurarak homojen sandvi¢ yapinin olusumu i¢in NP ile etkilesecek optimum antikor mikar1
100 uL olarak belirlenmistir. Bu degerden yola ¢ikarak antikor-antijen baglanmasi

gercekleseceginden LH-AD ile ayn1 miktarda hLH kullanilmustir.

4.6. Tasarlanan immunoanaliz Sistemin Kontrolii

4.6.1. Antikor Kullanilmadan Yapilan Nonspesifik Deneme

Spesifik olarak proteinin NP’lerin yilizeyine modifiye edilen antikorlara baglanmasi disinda,
siispansyonda dogrudan ¢iplak NP’lerin yiizeyine baglanmasi da olas1 bir durumdur. Spesifik
olmayan etkilesimlerin meydana gelmesi ve bu partikiillerin mikrog¢ipin son odacigina tasinmasi
SERS sinyallerine olumsuz etki saglayacaktir. SERS sinyaline etkisini incelemek igin optimize
edilen degerlerde NP’ler kullanilmistir. Yine optimize edilen degerlerde antikor (~ 20 pg/mL)
ve protein (10 IU/L) kullanilmistir. Deney ayni kosullarda {i¢ kez tekrarlanmustir.
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Sekil 4.16. Modifikasyon asamasinda NP’lerin yiizeyine antikor baglanmasi ve antikor

kullanilmadan elde edilen SERS spektrumlarinin incelenmesi
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Alinan SERS sinyalleri incelendiginde; gozlenen sinyal ile kor sinyal arasinda anlamli bir fark
olmadigini, bu da hLH antikor olmaksizin spesifik olmayan baglanmalar yapmayip homojen

sandvi¢ yapiy1 olusturmadigini géstermistir.

4.6.2. Antikor Seciciliginin Test Edilmesi

hLH iki polipeptid bag; o ve B epitoplarina sahiptir. hLH 1 a eptitopu hCG, hFSH, hTSH gibi
molekiiller ile benzerdir. B epitopu ise hLH 1n biyolojik ve fizyolojik 6zelliklerini belirleyendir.
Tasarlanan imminoanaliz sisteminde ortamdan hedef proteini yakalayabilmek icin hLH 6zgi
antikor kullanilmalidir. Antikorun hLH segiciligini kontrol etmek amaciyla insan serumu
matriksinde bulunan benzer epitoplara sahip proteinler (hCG, IgG, hGH) ile deneme yapilmistir.
PBS tamponu icerisinde 0.5 mg/mL IgG ve hGH, bu derisime esdeger olarak 2 IU/L hCG ve
hLH hazirlanmigtir. hLH tayini igin tasarlanan ayni prosediir mevcut proteinler i¢in de

uygulanmustir.
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Sekil 4.17. iImmunoanaliz ydntemin luteinizan hormona segici oldugunu gésteren SERS

spektrumu
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Sekil 4.18. Ayn1 derisime sahip farkli proteinler ve kor ¢ozelti ile yapilan denemeler sonucu

elde edilen SERS sinyallerinin incelenmesi

Analiz sonunda tim proteinler i¢in SERS sinyalleri kaydedilmistir. Elde edilen sonuglara gore
hLH ile ayn1 derisimdeki proteinlerin SERS sinyal siddetleri kor sinyal ile yaklasik degerlerde
oldugu, hLH antikorunun spesifik olarak hLH taniyabildigi ve diger proteinlerin hLH tayininde

girisim yapmadig1 saptanmuistir.

4.7. Kalibrasyon Grafiginin Olusturulmasi

Optimizasyon calismalar1 tamamlandiktan sonra, Kantitatif analiz amaciyla gelistirilen bu
analitik metodun dogrusal c¢aligma araliginin belirlenmesi igin kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Optimize edilen degerler dogrultusunda FesOs@Au ve Au NP’lerin
modifikasyon ve yiizeylerine antikor immobilizasyon islemleri tamamlanmistir. FesOs@AU
NP’ler ile etkilestirilecek hLH standartlarinin derisimleri, biyolojik insan sivilarinda bulunmasi

ongiiriilen deger araliklarina uygun olarak kullanilmustir.

Her derisim igin imminoanaliz yontem asamalarina uygun olarak mikrogipte ‘FesOs@Au NP —
LH — Au NP’ konjugatlari ile sandvig yapisi olusturulmustur. hLH standart ¢6zeltileri 0.4, 2, 10,
50 ve 250 IU/L degisen araliklarda stok ¢o6zeltilerden hazirlanmistir ve kullanilan
diliisyonlardan SERS spektrumlar1 elde edilmistir. Raman etiketi olarak kullanilan 4-ATP’nin
1086 cm-1’deki C-S grubuna ait bant siddetlerinin, hLH derisimlerine karsilik gelen degerlerle
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kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Sonug olarak, hazirlanan bu konsantrasyon araliklarinda

dogrusal kalibrasyon grafigi (R2 = 0.9923) elde edilmistir.
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Sekil 4.19. Homojen sandvi¢ sisteminde farklt hLH derisimlerinde elde edilen SERS

spektrumlari
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Sekil 4.20. Homojen sandvig¢ sisteminde farkli hLH derisimlerinde elde edilen kalibrasyon
grafigi (R? = 0.9923, y = 14326x+ 20906)
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4.8. Yontemin Biorad Orijinli Kontrol Serum Orneklerine Uygulanmasi

Yontemin gercek ornek denemelerinde de gegerli oldugunu gostermek igin 96 farkli analit
iceren biorad orijinli kontrol serum 6rneklerine (Seviye 2) hLH standartlar1 ‘spike’ edilmistir.
Biorad orijinli kontrol serum ornegi ticari flakon kaplar1 igerisinde stabilitenin arttirilmasi
amactyla liyofilize formda bulunmaktadir. Kullanma prosediiriine uygun olarak 5 mL deiyonize
su eklenmistir ve 35°C’ye kadar 1sitilarak 15 dakika hafif ¢alkalanmistir. Kontrol serum ¢ozeltisi
homojen hale geldikten sonra alt1 farkli Eppendorf tiip igerisine 500’er puL eklenmilstir ve
sirasiyla 250 uL hLH starndartlar1 (0.4, 2, 10, 50 ve 250 1U/L) ile etkilestirilmistir. Her derisim
icin immunoanaliz yontem asamalarina uygun olarak mikrogipte ‘FesOs@Au NP — LH — Au
NP’ konjugatlari ile sandvig yapist olusturulmustur. Raman etiketi olarak kullanilan 4-ATP’nin
1086 cm™’deki C-S grubuna ait bant siddetlerinin, hLH derisimlerine karsilik gelen degerlerle
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Sonug olarak, hazirlanan bu konsantrasyon araliklarinda

dogrusal kalibrasyon grafigi (R?= 0.9942) elde edilmistir.
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Sekil 4.21. Homojen sandvig sisteminde farkli derisimlerde hLH igeren biorad orijinli kontrol
serum Orneklerinden elde edilen SERS spektrumlari
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Sekil 4. 22. Homojen sandvig sisteminde farkli derisimlerde hLLH iceren biorad orijinli kontrol

serum Orneklerinden elde edilen kalibrasyon grafigi (R? = 0.9942, y = 13487x + 13374)

4.9. Validasyon Deneyleri

Endojen ve rekombinant hLH ayrimini gosterebilmek i¢in ii¢ farkli derisimde (Seviye 1, 2 ve 3
icin sirasiyla hLH derisimi; 1.5, 2.5, 5 IU/L) hLH igeren biorad orijinli kontrol serum 6rnekleri
kullanilmigtir. Ornekler iki kisma ayrilmustir; ilk kismi dogrudan analiz edilmistir, ikinci kismi
ise 2 IU/L hLH ile etkilestirilip analiz edilmistir. SERS spektrumlari incelendiginde hLH (2
IU/L) igeren 6rneklerin SERS siddetlerinin, kor olarak kullanilan kontrol serumlarindan daha
yiiksek oldugu, bunun sonucunda gelistirilen yontemin hedef analiti tanimakta segici ve hassas

oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Homojen sandvig¢ sisteminin segiciligini gosteren SERS spektrumlarinin analizi

Validasyon calismasi kapsaminda yontemin segiciligi, tespit limiti (LOD), tayin limiti (LOQ),
dogrulugu ve geri kazanim degerleri tespit edilmistir. Tespit limiti ve tayin limiti degerlerinin
hesaplanmasi i¢in 0-250 IU/L arasinda hLH iceren biorad orijinli kontrol serum 6rneklerinden
elde edilen kalibrasyon egrisinin regresyon esitligi kullanilmistir. [IUPAC’a gore LOD ve LOQ

degerleri asagidaki esitlikten hesaplanmstir;

k1l x sb k1l x sb
LOD = 5 , LOD = b

b = kalibrasyon dogrusunun egimi, sb = regresyon bagimsiz teriminin standart sapmasi, k1 ve
k2 sirastyla yaklasik olarak 3.3 ve 10°dur. Hesaplanan LOD ve LOQ degerleri ¢izelge 3.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Homojen sandvi¢ sisteminin biorad orijinli kontrol serum érneklerinden elde edilen

regresyon esitliginden hesaplanan LOD ve LOQ degerleri

Homojen Sandvig Sistemi

Regresyon Esitligi y = 13487x + 13374
LOD (IU/L) 0.036
LOQ (1U/L) 0.1108

Yontemin dogrulugunu ve geri kazanim degerlerini hesaplamak igin 0.4, 2 ve 10 IU/L

derisimlerinde hLH, biorad orijinli kontrol serum o6rneklerine eklenmistir. Ug giin aym

kosullarda analiz tekrar edilmistir. Biorad orijinli kontrol serum ornekleri ile elde edilen

kalibrasyon egrisinin regresyon esitligi kullanilarak asagidaki degerler hesaplanmustir;

Cizelge 4.2. Biorad orijinli kontrol serum 6rneklerinden elde edilen geri kazanim degerleri ve

gelistirilen immuinoanaliz yontemin dogrulugu

Homojen Sandvig Sistemi

Konsantrasyon Bulunan Geri Kazanim Dogruluk RSD
(1IU/L) (1IU/L) (%) (%) (%)

0.4 0.36 90 -10 3.8073

2 1.87 93.5 -6.5 1.1243

10 9.63 96.3 -3.7 3.9584
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5. SONUC VE TARTISMA

Biyomolekdllerin hizli bir sekilde analiz edilmesi ve tanimlanmasi son zamanlarda 6nemli bir
arastirma konusu olarak ele alinmaktadir. Biyomolekiillerin alt sinifinda yer alan LH tespiti igin
bu ¢aligsma kapsaminda diistik tayin sinir1, yiiksek hassasiyet ve yiiksek segicilige sahip alternatif
bir tayin yontemi gelistirilmistir. Kompleks insan serumu matriksinden hLH’1n tespiti igin
minyatlrize sistem, imminomanyetik ayirma ve optik Ol¢iim teknigi degerlendirilmistir.
Minyatiirize diizenek olarak poli (metil metakrilat) tabanli mikrogip kullanilmistir.
Immiinomanyetik ayrimin mikrogipin iginde gerceklesmesi i¢in homojen sandvi¢ yapisi
olusturulmustur. Homojen sandvi¢ yapisinin olusumu i¢in ilk olarak altin kapli demir NP’ler ve
altin NP’ler sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Karakterizasyon ¢alismalart TEM ve UV-
Vis Absorpsiyon spektroskopisi ile yapilmistir. Au NP’lerin spektrumlari incelendiginde; gubuk
yapisina sahip Au NP’lerin sahip oldugu ikinci plazmon band:1 karakteristik bir banttir, daha
uzun dalga boylarinda goriiniir ve partikiillerin en/boy oranina baglidir. Bu sayede TEM
mikrografi olmaksizin, farkli yapilara sahip NP tanimlanabilir. TEM mikrografi sayesinde

sentezlenen NP’lerin dagilimlar1 ve boyutlar1 saptanmaistir.

Modifikasyon c¢aligsmalar1 sonucunda Fe@Au NP’lerin yiizeyi kovalent bir sekilde antikor ile
kaplanmistir. Au NP’ler ise Oncellikle SERS aktif substrat 4-ATP ile kaplanmigstir, etiketleme
isleminden sonra antikor ile baglanmistir. Antikor ile modifiye edilen Fe@Au NP’ler numune
ile karistirllmistir ve hLH’1n analiz ortamindan basarili bir sekilde ayrilmasi saglanmistir.
Sandvi¢ yapinin tamamlanmasi i¢in ortama 4-ATP etiketli Au NP’ler eklenerek SERS sinyalleri
kaydedilmistir.

Nanopartikiillerin hazirlanmas1 ve yiizey modifikasyonlarinda kullanilan 11-MUA ve
NHS/EDC miktarlari, reaksiyon siiresi, antikor derisimi ve etkilesim siiresi, spesifik olmayan
baglanmalarin engellenmesi ic¢in bloklama ajanlarimin kullanilmasi daha Once yapilan
caligmalarda optimize edildiginden ayn1 degerler kullanilmistir. Hedef proteinin yakalanmasi
icin mikrogipe enjekte edilecek Fe@Au NP ve Au NP miktari, farkli yapida Au NP’lerin etkisi,
antikor miktari, 6l¢iim asamasinda Raman mikroskopu objektifi gibi parametreler en ideal S/G

oranini saglayacak sekilde optimize edilmistir.

Lazer 1sinmin odaklanmasi ve dagmik 151 toplanmast i¢in 10X/0.25, 20X/0.40 ve
50X/0.75’lik mikroskop objektifleri optimize edilmistir. Mikrogipin son odaciginin deligine
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lazer 1s1nin odaklanmasi ile 4-ATP’den gelen SERS sinyalleri dlgiilmiistiir. En yliksek SERS
siddeti 10X/0.25 objektifi ile elde edilmistir. Literatiire bakildiginda Mondal S. ve arkadaslari
lab-on-a-chip sistemleri lizerine yaptiklart ¢alismada 10X objektifle mikrogip iizerinde

odaklanan bir 470 nm mavi LED kaynagi kullanmislardir [86].

Sandvi¢ yapisinin olusumu sirasinda, partikiillerin topaklanmasi sonucu mikrog¢ipin kapiler
baglantilarin1 tikanma sorunu dolayisiyla bag tipi sistemlerden farklilik gostermektedir. Bunu
destekleyen literatiir ¢alismalari mevcuttur [84, 85]. Bu nedenle hazneye konulacak
nanopartikiillerin miktar1 optimize edilmistir. FesO4s@Au NP miktarinin optimizasyonu igin
stok 5 mL’lik Fe3Os@Au NP’lerinden sirasiyla 100, 150, 200 ve 250 uL ayr1 Eppendorf
tiplerine aktarilmistir ve son hacimleri deiyonize su ile 250 uL.’ye tamamlanmistir. Prosediire
uygun olarak yikamalar1 ve modifikasyonlar1 tamamlanmistir. Son olarak; Partikiiller 50 pL
hLH antikoru ve hedef protein ile etkilestirilip her bir Eppendorf tiipiiniin son hacmi 250 pL’ye
tamamlanmigtir. Optimize edilen hacimler sirasiyla, 1.88 x 103, 2.82 x 10°%, 3.76 x 10° ve 4.7 X
10® partikiil sayisina karsilik gelmektedir. Bunun sonucunda Sekil 4.5’te gosterildigi gibi
baslangigta modifiye edilecek optimum FesOs@Au NP miktar1 200 pL yani 3.76 x 102 partikiil
olarak belirlenmistir. Yikamalardaki kayiplar ihmal edildiginden mikrocgipe enjekte edilen
Fe@Au NP miktar1 yaklasik olarak 150°dir.

Sandvi¢ yapinin saglam bir sekilde olusmasi ve 4-ATP’nin SERS sinyallerinin diizgiin alinmasi
icin altin NP mikar1 olduk¢a 6nemlidir. Optimizasyon i¢in stok 5 mL’lik altin NP’lerinden
sirastyla 150, 250, 500 ve 750 uL ayr1 Eppendorf tiplerine aktarilmistir ve prosediire uygun
olarak yikamalar1 ve modifikasyonlar1 tamamlanmistir. Son olarak; Partikiiller 50 pL hLH
antikoru ile etkilestirilip paralel bir sekilde her bir Eppendorf tlpinin son hacmi 250 pL’ye
tamamlanmistir. Bunun sonucunda Sekil 4.6°da gosterildigi gibi baslangigta modifiye edilecek

optimum Au NP miktar1 500 pL olarak belirlenmistir.

SERS sinyalinin ne kadar etkilendigini saptamak amactyla kiiresel ve gubuk yapida Au NP ile
imminoanaliz sistemi olusturulmustur. Literatiire bakildiginda altin NP’lerin yapisi SERS
sinyallerini etkilemektedir; yiizey alaninin biiyiimesi ile SERS sinyalleri artmaktadir. Yazgan
N.N. ve arkadaslar1 proteolitik enzim aktivitesini 6lgmek icin yaptiklar1 calismada Au
nanogubuklardan elde ettikleri SERS sinyal siddetlerinin kiiresel yapidaki Au NP’lerden daha
yiiksek oldugunu saptamislardir [83]. Bu ¢alisma kapsamindaki SERS sinyal verilerine gore;
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Au nanogubuk kullanildiginda daha yiiksek siddette sinyal elde edilmesine ragmen 6nemli bir
fark olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.7). Bunun sonucunda g¢alisma kapsaminda her iki

yapidaki Au NP kullanilmistir.

Calismanin en 6nemli dezavantajlar1 antikor maaliyetinin yiiksek olmasidir. Israftan kaginmak
amaciyla antikor derisimi literatiirii destekler sekilde ~ 20 ug/mL olarak kullanilmistir [85].
Calisma kapsaminda NP’ler ile etkilesecek antikor miktari optimize edilmistir. FesOs@AuU ve
Au NP ile etkilesecek antikor (~ 20 pg/mL) miktar1 i¢in sirasiyla; 50, 75, 100, 125 uLL hLH
antikoru NP’ler ile etkilestirilmistir ve son hacim 250 pL’ye tamamlanmistir. Antikor
maaliyetini de gbéz Oniinde bulundurarak homojen sandvi¢ yapinin olusumu ig¢in NP ile
etkilesecek optimum antikor mikar1 100 pL olarak belirlenmistir (Sekil 4.8). Bu degerden yola
cikarak antikor-antijen baglanmasi gercekleseceginden LH-Ab ile ayni miktarda hLH

kullanilmustir.

Optimizasyon ¢aligmalar1 tamamlandiginda etiket olarak kullanilan 4-ATP’nin 1086 cm™deki
C-S grubuna ait sinyal siddetlerinin artan hLH derisimlerine (0.4, 2, 10, 50 ve 250 IU/L) karsilik
gelen degerleri kullanarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Sonug olarak, hazirlanan bu

konsantrasyon araliklarinda dogrusal kalibrasyon grafigi (R?= 0.9923) elde edilmistir.

Literatiir caligmalarina bakildiginda kalibrasyon egrileri genelde standart analit drnekleri igin
olusturulmustur ve hesaplamalar bu egriler tizerinden yapilmistir [87]. Calismamizda ise
yontemin gercek 6rnek denemelerinde gegerli oldugunu gostermek icin 96 farkli analit iceren
biorad orijinli kontrol serum o6rneklerine hLH standartlar1 ‘spike’ edilmistir. Sonug olarak,
hazirlanan 0.4, 2, 10, 50 ve 250 IU/L konsantrasyonlar igin dogrusal kalibrasyon grafigi (R?=
0.9942) elde edilmistir. Gelistirilen yontemin biorad orijinli kontrol serum 6rneklerinden ve
standart ¢oOzeltilerden elde edilen SERS sinyal siddetleri karsilastirildiginda, serum
orneklerinden elde dilen SERS siddetlerinin daha diisiik oldugu bulunmustur, bu da gercek
orneklerle yapilan analizlerde beklenen bir sonuctur. Validasyon verilerinin hesaplanmasi i¢in
biorad orijinli kontrol serum orneklerinden elde edilen regresyon esitligi kullanilmistir.
Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.0365 IU/L ve 0.1108 IU/L olarak bulunmustur.
hLH tayini i¢in g¢alismamizda gelistirilen yOntemin literatiir taramast sonucunda diger

caligmalardan elde edilen LOD degerlerinin karsilastirilmasi yapilmistir (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. LH tayini i¢in gelistirilen yontemlerin LOD degerlerine gore karsilastiriimasi

Analitik Metod LOD
CL immunoassay 0.010 IU/L (5.93 fM) [88]
ECL immunoassay 0.100 IU/L (593 fM) [89]
NP etiketli immunoassay 0.0012 IU/L (7.12 fM) [89]
TSH-nanoarray ¢ip 6.07 x 10® (360 zM) [89]
Manyetik CL enzim immunoassay 0.2 IU/L (0.5-200 IU/L) [90]
UPLC-MS 0.24 ng/L (0.36 ng/L) [91]
Sandvi¢ immunoassay 0.036 IU/L (0.4-250 IU/L)

CL, chemiluminescence; ECL, electrochemiluminescence

Yontemin dogrulugunu ve geri kazanmim degerlerini hesaplamak i¢in 0.4, 2 ve 10 IU/L
derisimlerinde hLH, biorad orijinli kontrol serum o6rneklerine eklenmistir. Ug giin aym
kosullarda analiz tekrar edilmistir. Geri kazanim degerleri sirasiyla %90, %93.5 ve %96.3 olarak

hesaplanmustir.

Gelistirilen bu yontemde segcilen antikorun hLH’1 6zgiin bir sekilde baglayabildigini gdstermek
amaciyla insan serumu matriksinde bulunan benzer epitoplara sahip proteinler (hCG, IgG, hGH)
siddetleri kor sinyal ile yaklasik degerlerde oldugu, hLH antikorunun spesifik olarak hLH’1

taniyabildigini ve diger proteinlerin hLH tayininde girisim yapmadig1 saptanmistir.

Endojen ve rekombinant hLH ayrimin1 gosterebilmek i¢in, biorad orijinli insan serum 6rneginin
bir kismi dogrudan analiz edilmistir, ikinci kismi ise 2 IU/L hLH ile etkilestirilip analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglarda; SERS sinyal siddetlerinin kullanilan kontrol serumlarindan
daha yiiksek oldugu, bunun sonucunda gelistirilen yontemin hedef analiti tanimakta secici ve

hassas oldugu gosterilmistir.

Calisma kapsaminda gelistirilen analiz yonteminin, glinimiizde Doping kontrol analizlerinde

kullanilan tekniklere kiyasen daha hassas, secici, hizli ve diisiik maliyetli oldugu gosterilmistir.

Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan ELISA yonteminde enzim etiketli antikorlar ve ikincil
antikorlarin kullanilmasi, florometrik yontemlerde floresans etiketli antikorlarin kullanilmasi,
maaliyet olarak bu calismada kullanilan saf monoklonal fare antikorlarindan daha yiiksek

olmalar1 ¢alismamiza biiyiik bir avantaj saglamaktadir.
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Doping kontrol merkezlerinde protein analizleri i¢in kullanilan LC-MS, ELISA ve jel
elektroforez (SDS-PAGE, IEF-PAGE ve SAR-PAGE) teknikleri oldukca fazla kimyasal ve
analitik streg gerektirir.

Jel elektroforez tekniginde; Yaklasik 10 mL’lik numuneler 100 pL’ye konsantre edilir.
Kullanilacak PVDF membranlar1 6nislemlere tabii tutulur. Ticari jellerden (%10’luk) yliriitme
isleminin tamamlanmasi i¢in yaklasik 3 saat bekleme siresi gereklidir. Semi-Dry Blotting
teknigi ile jelden membrana goriintli aktariminin saglanmasi igin yaklagik 1saat bekleme suresi
gereklidir. Bir sonraki asamada ikinci membrana goriintii aktariminin saglanmasi i¢in ayni
adimlar tekrarlanir. BlotCycler cihazinda goriintiiniin aktarildigi membranlar once birincil
antikorla etkilestirilir, ardindan bir gece boyunca ikincil antikor ve Streptavidin HRP ile

etkilestirilir. Son olarak CCD kamera goriintiisii alinir. Analiz iki giin iginde tamamlanir.

Sunulan bu ¢alisma kapsaminda gelistirilen yontemde; sentezlenen nanopartikillerin modifiye
halde hazir bulundurulmalar taktirde antikor ile modifiye edilmis nanopartikiillerin sahip
oldugu yiiksek secicilikten dolayr hedef analiti taniyarak tek basamakta (yaklasik 1saat bekleme
siresi) oldukca diisik miktarlarda (0.4 1U/L) LH’1 insan sivisi matriksinden
uzaklastirabilmektedir. Bu sayede 6n hazirlama, onzenginlestirme ve imminopdrifikasyon
asamalarina ihtiyag duyulmamaktadir. Pasif mikrogip icinde sandvi¢ yapisinin olusumu ve
SERS teknigi ile dlglimlerin kaydedilmesi yaklasik 20 dakika kadar bir sure gerektirir. Analiz

iki saatten daha az bir zaman igerisinde tamamlanir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, bu ¢alismanin ileride ticari olarak Uretilebilecek pasif
mikrogiplerin uygulanmast igin bir platform olusturdugunu ve Doping analizlerinde LH tayini

icin alternatif bir yontem olarak uygulanabilecegini 6ngormekteyiz.
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