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ÖZET 

 

POLİ (METİL METAKRİLAT) TABANLI MİKROÇİP KULLANARAK 

YÜZEYDE GÜÇLENDİRİLMİŞ RAMAN SPEKTROSKOPİSİ 

ÖLÇÜMÜNE DAYALI LUTEİNİZAN HORMON TAYİNİ 

 

Belma GJERGJIZI 

Yüksek Lisans, Biyomühendislik Bölümü 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Necdet SAĞLAM 

Haziran 2017, 80 sayfa 

Proteinler moleküler düzeyde birçok fiziksel ve kimyasal olayı oluşturur. Proteinlerin ortamda 

düşük derişimlerde bulunmaları ve karmaşık etkileşimler meydana getirmeleri biyomoleküllerin 

analizi için alternatif tekniklerin geliştirilmesine yol açmaktadır. Dünya Anti-Doping Ajansı 

(World Anti-Doping Agency), erkek sporcular için yasaklanmış maddeler listesine protein 

sınıfında yer alan luteinizan hormonunu (LH) almıştır. Çok sayıdaki hormondan biri olan 

gonadotropin LH, ön hipofiz bezi tarafından üretilir ve testislerin Leydig hücrelerinde 

kolesterolün testosterona dönüşmesini sağlar, bu sayede kanın oksijen taşıma kapasitesini 

arttırdığından doping maddesi olarak kullanılır. Bu çalışma kapsamında hLH tayini için 

immünomanyetik ayırma ve Raman etiketleme esasına dayanan sandviç tipi bir biyosensör 

geliştirilmiştir. Poli (metil metakrilat) tabanlı (PMMA), birbirine kılcal valf ile bağlanmış dört 

odacıklı mikroçip içinde homojen sandviç yapısının oluşumuna, yıkama işlemine ve yüzeyde 

güçlendirilmiş Raman spektroskopisi (YGRS) sinyal ölçümlerine imkan kılan yöntem 

geliştirilmiştir. Homojen sandviç yapının oluşumu için laboratuvar ortamında manyetik özelliğe 

sahip nanopartiküller ve altın nanopartiküller sentezlenmiştir ve gerekli modifikasyonlar 
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yapılmıştır. SERS sinyallerinin takibi için 4-Aminotiyofenol (4-ATP) Raman etiketi 

kullanılmıştır. hLH derişimlerine karşı 4-ATP’nin 1086 cm-1’deki C-S grubuna ait sinyal 

şiddetlerinin çizelgeye geçirilmesiyle kalibrasyon grafiği oluşturulmuştur. Biorad orijinli 

kontrol serum örneklerinde hLH derişimleri (0-250 IU/L) ve SERS sinyalleri arasındaki 

korelasyon doğrusal olarak bulunmuştur (R2=0.9942). Bu çalışma yeni bir analiz yöntemi 

olarak; seçiciliği, hassasiyeti, yapay insan serumu örneklerinde uygulanabilirliği test edildikten 

sonra sunulmuştur. 

 

Anahtar Kelimeler: Luteinizan Hormon, Raman Spektroskopisi, Manyetik Nanopartikül, Altın 

Nanopartikül, Mikroçip, 4-Aminotiyofenol 
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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 SAĞLAM 

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 
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SERS signals. The signal intensity of the C-S group against hLH concentrations of 4-ATP at 

1086 cm-1 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 (R2 = 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. GİRİŞ 

“Genomiks” ve “Proteomiks” alanındaki gelişmeler, dünyadaki tüm makro bozuklukların ve bu 

bozuklukların giderilmesi için uygulanması gereken tedavilerin ancak moleküler düzeyde gen 

ekspresyon ürünleri proteinlerin izlenmesi ile mümkün olacağını ortaya koymuştur. 

Hastalıklarda erken tanı iyileşme sağlanması adına çok büyük önem taşıyor. Bu nedenle erken 

tanı için olanak sağlayacak belirteçlerin bulunması ve bunlar için tayin yöntemlerinin 

geliştirilmesine yönelik çalışmalar oldukça hız kazanmıştır. 

Günümüzde hastane ve laboratuvarlarda vücut sıvılarında bulunan biyolojik belirteçlerin tayini 

için kullanılan enzim bağlı immünosorbent (ELISA), homojen ve heterojen immünosorbent testi 

gibi klasik yöntemlerin nispetten uzun tahlil zamanı, yüksek miktarda numune gereksinimi, 

pahalı antikor reaktifleri ve rahatsız edici sıvı işleme prosedürleri gibi dezavantajları mevcuttur 

[1]. 

İdeal bir analiz platformun oluşturulması için son yıllarda biyosensörler üzerinde bir çok 

çalışma yapılmaktadır. Biyosensörler, bir karışım içerisinde hedef analiti seçici olarak tayin 

edebilen analitik cihazlardır. Genellikle moleküler tanıma ajanları olarak antikorlar veya 

antijenler kullanılır. Böylece antikor ile antijen arasında oluşan kompleks ile yüksek seçicilik 

ve hassasiyet sağlanır. İmmünosensörlerde monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanılır. 

Sandviç tipi biyosensörler tek tip poliklonal antikor ile hazırlanabilir [2]. 

Protein sınıfında yer alan luteinizan hormon (LH), gonadotropik hücreler tarafından anterior 

hipofiz bezinde sentezlenen ve salgılanan bir glikoprotein hormonudur. Dünya Anti-Doping 

Ajansı (WADA) [3], erkek sporcular için yasaklanmış maddeler listesine LH koymuştur. Bu 

hormon, testislerin Leydig hücrelerinde kolesterolün testosterona dönüşmesini sağlar [4], bu 

sayede kan dolaşımındaki kırmızı kan hücrelerinin sayısı artar. Kan hücreleri akciğerlerden 

kaslara kadar oksijen taşıdığından, kandaki daha yüksek bir konsantrasyon, bir sporcunun 

aerobik kapasitesini (VO2 max) ve dayanıklılığını arttırır, dolayısıyla atletik performansı da 

artar [5]. 

Tez çalışması kapsamında LH tayini için sandviç tipi bir biyosensör geliştirilmiştir. Sandviç 

yapısı, manyetik nanopatiküllerin kullanımı ile immünomanyetik ayrım sonucunda analitin 

izolasyonunu başarılı bir şekilde sağlayan bir yöntem olarak bir çok çalışmada kullanılmıştır 

[6]. 
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LH analizinin SERS (yüzeyde güçlendirilmiş Raman spektroskopisi) optik ölçümü ile yapılması 

hedeflenmiştir. SERS yöntemi ile düzgün ve yüksek şiddette spektrumlar üretilmesi için yüzey 

pürüzlülüğü temel gerekliliktir [7]. Yüzey pürüzlülüğü, laboratuvarda kolloidal altın 

nanopartiküllerin sentezlenmesi ile gerçekleştirilmiştir. Yüksek Raman saçılımı olan 4-

Aminotiyofenol (4-ATP), Raman etiketi olarak kullanılmıştır. Çalışmada 4-ATP etiketi 

kolloidal altın nanopartiküllerinin yüzeyine konjuge edilmiştir, bu sayede LH saptanmasında 

işaretleyici olarak kullanılmıştır. 

Laboratuvar çalışmalarındaki numune hazırlama prosedürlerinin mikroçipe uyarlanması ile 

minyatürize bir sistem oluşturulmuştur. Bu sayede küçük alanda gerçekleştirilen, oldukça az 

miktarlarda numunenin ve solvanın tüketildiği, ticari potansiyele sahip, analiz aşamasını ve 

süresini minimalize eden, duyarlı ve seçici bir analiz yöntemi geliştirilmiştir. Doping 

merkezlerinde kullanılan geleneksel, fazla örnek ve materyalin tüketildiği tekniklere alternatif bir 

tayin yöntemi olacağı düşünülmektedir. Nanopartikül ve mikroçip temelli bu yöntem her ne kadar 

hızlı, kolay ve ucuz bir teknik olarak karşımıza çıksa da, kullanılan antikorların pahalı olması 

yöntemin öne çıkan dezavantajlarından biri olarak sayılabilir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Glikoproteinler 

Glikoproteinler, kovalent bağlı şeker grupları içeren proteinlerdir. Şekerlerin hidrofilik ve 

kutupsal özellikleri, bağlı oldukları proteinin kimyasal özelliklerini önemli ölçüde değiştirebilir. 

Bir glikoproteinin düzgün çalışması ve hücre veya organizmada nihai hedefine ulaşması için 

şekerlerin eklenmesi sıklıkla gereklidir. Yapısına ve sentez mekanizmasına göre 3 tip 

glikoprotein vardır: N-bağlantılı glikoproteinler, O-bağlantılı glikoproteinler ve enzimatik 

olmayan glikozile edilmiş glikoproteinler. Birçok hormon glikoprotein yapısındadır [8]. 

Glikoprotein hormon ailesi 3 gonadotropin; luteinizan hormon (LH), follikül stimülan hormon 

(FSH) ve koryonik gonadotropin (CG) ile gonadotropin olmayan tiroid stimülan hormon (TSH) 

tarafından oluşturlur. 

2.1.1. Luteinizan Hormonun Moleküler Yapısı 

LH heterodimerik glikoproteinlerdendir. α ve β alt birimlerinden oluşur. TSH, FSH, CG ile 

birlikte ortak bir 92 amino asit α altbirimi paylaşırlar, insanlardaki geni ise 6q12-q21 kromozom 

üzerinde bulunur [9]. Eşsiz fonksiyonları ve reseptör bağlama kapasiteleri β altbirimleri (121 

aminoasit) arasındaki farklılıklarından kaynaklanmaktadır (Çizelge 2.1). β alt biriminin 

transkripsiyonu, LH üretiminde hız sınırlayıcıdır [10]. Diğer benzer kategorideki hormonların 

aksine LH bütün omurgalı hayvanlarda bulunur. Dolaşımdaki yarılanma ömrü dolaşan 

izoformlarına bağlı olarak dakikalar ile sınırlıdır (yaklaşık 20 dakika). Yarılanma ömrünün kısa 

olmasının fizyolojik önemi LH pulsasyonlarına olanak sağlamasıdır [11].      

Çizelge 2.1. Luteinizan hormon özellikleri 

Moleküler ağırlık (Da) ~ 30,000 

α Altbirimi   

Gen lokalizasyonu 
6q12–q21 

Olgun altbirim boyutu (amino asit sayısı) 92 

β Altbirimi   

Gen lokalizasyonu 
19q13.32 

Olgun altbirim boyutu (amino asit sayısı) 121 
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Doğal olarak bulunan LH varyantlarının özellikleri karakterize edilebilmiştir. Ek glikozilasyon 

kısmına sahip LH varyantının, doğal LH varyantı ile kıyaslandığında bazı populasyonlarda fazla 

olduğu bilinmektedir [12]. LH varyantları aynı zamanda doğal LH varyantına göre faklı 

biyolojik etkilere sahiptir [13]. Bu varyantlar açıklanamayan infertilite, kadınlarda ovulatuar 

disfonksiyona bağlı subfertilite, ekreklerde ise yavaşlamış puberte gelişimi ile ilişkili 

bulunmuştur [14]. Daha az sıklıkla görülen β altbiriminde tek aminoasit değişimi olan LH 

varyantı (102. aminoasitte serin yerine glisin) menstrüel düzensizlik ve erkeklerde infertilite ile 

ilişkili olduğu gösterilmiştir [15].    

2.1.2. Dolaşım Formu  

Ön hipofiz bezin gonadotrofik hücreleri, hipotalamus kaynaklı gonadotropin salgılatıcı hormona 

(GnRH) yanıt olarak ovulasyonu düzenleyen LH üretir. Bahsı geçen hipofiz hücreleri, başka bir 

gonadotropin olan FSH da salgılarlar. LH ve FSH testis ve ovaryumdaki reseptörlere bağlanır 

ve seks steroid üretimini ve gametogenezi teşvik ederek gonadal fonksiyonu düzenler [16].  Her 

ikisi de erkeklerde ve kadınlarda üreme için gereklidir. LH ve FSH, hipotalamik-pituiter-

gonadal eksende merkezi rol oynar ve bu nedenle eksiklikleri ile ilgili koşullar, hipotalamusun 

veya hipofizin patolojisinden kaynaklanabilir.  

Kadınlarda LH overleri estradiol, progesteron ve androjenleri siklik olarak salgılatması için 

uyarır ve ovulasyon sinyalı olarak görev yapar. Erkeklerde ise hem LH hem de FSH birlikte 

spermatogenezis için gerekli hormonlardır. LH, Leydig hücrelerinde kolesterolü testosterona 

dönüştürmeyi stimüle eder [17]. 

LH izoform kompozisyon varyasyonları üreme yaşam döngüsünde gözlemlenmiştir. Genç 

(puberte sonrasındaki) kadınlarda kısa yarı ömürlü ama yüksek biyopotent LH izoformları 

görülürken daha uzun yarı ömürlü LH türleri menopoz sonrasındaki kadınlarda saptanmıştır. 

Erkeklerde LH, testosteron üretimini testisteki Leydig hücreleri sayesinde stimüle eder [18].  

2.1.3. Metabolizasyon 

Gonadotropinler tamamıyla idrardan atılmadan önce bir dizi metabolik dönüşüm geçirir [9]. 

Gonadotropin glikozilasyonunun kapsamı moleküler yükü belirlerken temizleme oranını da 

yönetir, daha asidik izoformların in vivo olarak daha uzun yarılanma ömrü vardır [19]. 

Araştırmacılar LH’nin sialik asit içermesinin metabolik klirens oranı ile ilişkili olduğunu 

göstermişlerdir [20].   
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LH’nin birden fazla dolaşım biçimi kan ve idrardaki ölçümlerini zorlaştırır [21]. Glikozilasyon 

ve degradasyon hızlarındaki farklılıklara ek olarak, genetik varyantların immünoassay ile 

LH'nin saptanmasını engellediği gösterilmiştir [22, 23].  

2.1.4. Reseptöre Bağlanma ve Aktivasyon  

LH veya lutropin reseptörü (LHR) olarak da bilinen LH/koryogonadotropin reseptörüne 

(LHCGR) bağlanır ve reseptörü etkinleştirir [24]. Bu 675 aminoasit G proteine eşlenmiş 

reseptör, FSH ve TSH reseptörleri gibi glikoprotein hormon reseptörlerinin rhodopsin alt 

ailesinin bir üyesidir. Tüm G proteinli reseptörlerde olduğu gibi, LHCGR de hücre zarı içinde 

yedi transmembran etki alanına yerleşir. LHCGR'nin alışılmadık büyük hücre dışı alanı, lösin 

açısından zengin tekrarları ve glikozilasyon için birden fazla bölgeye sahip olması ile 

karakterizedir (Şekil 2.1). İnsan LHCGR geni (FSH reseptörü ile aynı genel bölgede) kromozom 

2p21 üzerinde bulunur [25].  

LHCGR, dişi üreme rolüyle uyumlu olarak tekal, luteal, interstisyel ve farklılaşmış granuloza 

hücreleri de dahil olmak üzere yumurtalıkta birden fazla hücre tipiyle ifade edilir [24].   

 

Şekil 2.1. Glikoprotein hormon reseptörünün yapısı; a) Hücre içi 7 geçişli transmembranın ve 

glikoprotein hormon reseptörlerinin karakteristik büyük hücre dışı alanları ilustrasyonu, b) 

Hücre dışı alanda lösin açısından zengin tekrarların (LRR'ler) üç boyutlu şematiği, c) Bir 

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

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

gelişimsel ve üreme anormallikleriyle ilişkilidir [24]. Yeni veriler ayrıca, LHCGR dizisindeki 
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polimorfizmlerin polikistik over sendromu da dahil olmak üzere infertiliteye yol açan koşullar 

için risk oluşturduğunu ileri sürmektedir. 

2.2. Nanopartiküller 

Nanometre metrenin milyarda veya milimetrenin milyonda biridir. Başka bir ifade ile bir 

nanometre içine ard arda 2-3 atom dizilebilir ve nano ölçekte bir yapı yaklaşık 100-1000 atomun 

bir araya gelmesiyle oluşturulur. Türk dil kurumu tarafından “n” sembolü ile ifade edilir ve SI 

birim sisteminde 10-9’a karşılık gelir [27]. Nanopartiküller (NP); "American Society for Testing 

and Materials (ASTM)’a göre partikül boyutları iki veya üç boyutlu olmak üzere 1 nm ile 100 

nm uzunlukta olan parçacıklar olarak ifade edilir [28]. 

NP yüzyıllar önce, özellikleri bilinmeden çok geniş alanlarda kullanılmıştır. Mısırlılar kolloidal 

altın NP’leri kozmetiklerde, ayrıca gümüş ve bakır NP’lerini seramik sırlara metalik parlaklık 

vermek için kullanmışlardır [29].  

NP boyutu, şekli, yüzey özellikleri ve atomik dizilimleri büyük hacimli nesnelerden daha 

avantajlı fiziksel ve kimyasal özellikler gösterir. Özellikle yüksek yüzey/hacim oranından 

dolayı, bu yapılar üstün mekanik, optik, manyetik, elektriksel ve termal özelliklere sahiptir [30].  

Nanopartiküllerin sınıflandırılması birçok özelliğe göre yapılmakta olup, temel olarak 

kendilerini oluşturan atomların özelliklerine göre Şekil 2.2’de gösterildiği gibi 

sınıflandırılabilirler; 

1. Karbon bazlı nanopartiküller (multi duvarlı karbon nanotüpler, fullerenler vb.), 

2. Metal bazlı nanopartiküller (altın kolloidler, süperparamanyetik demiroksit nanopartiküller, 

nanoçubuklar, nanokabuklar vb.), 

3. Yarı iletken bazlı nanopartiküller (kuantum noktaları vb.) [31]. 

 



7 

 

 

Şekil 2.2. Nanopartiküllerin sınıflandırılması; a) Fullerenler, b) Moleküler nanopartiküller, c) 

İyonik nanopartiküller, d) Metal nanopartiküller, e) Pasifleştirilmiş nanopartiküller, f) Nano 

alaşımlar [29] 

2.2.1. Nanopartiküllerin Kullanım Alanları 

Günümüzde nanoteknolojinin gelişimi hızla devam etmektedir. Bu gelişim yaşam standartlarını 

ve hayat kalitesini yükselterek Dünyada enerji, yapı ve inşaat, gıda ve tarım, sağlık gibi birçok 

uygulama alanında önemli bir rol oynamaktadır. En önemli uygulama alanlarına örnek 

verilmiştir: 

Sensör Uygulamaları; 

Nanopartiküllerin optik özelliklerinden yararlanılarak tarım ve gıda alanlarında çok düşük 

miktarlardaki patojenlerin veya kimyasal kontaminasyonun tespit edilmesi sağlanabilir. 

Depolama; 

Hidrojen depolanmasındaki sorun, hidrojen enerjisinin kullanımını engellemektedir. Her ne 

kadar istenilen performansta bir sistem elde edilmemiş olsa da karbon nanotüpler sayesinde 

hidrojen depolanması hedeflenmektedir. 

Çevre Temizliği; 

Karbon nanotüplerin yüksek yüzey alanı, mekanik kuvvet gibi özellikleri su, hava ve diğer 

malzemeleri temizlemeye yarayan filtrelerde kullanılması planlanmaktadır. 

Sağlık Alanı; 

Nanopartiküllerin dış yüzeyinin fonksiyonlaştırılması sonucunda kontrollü ilaç salınımı 

sistemlerinde kullanılması adına bir çok çalışma yapılmaktadır. Bu sayede kanser tedavisinde 
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kullanılan kemoterapi ve radyoterapi yöntemlerinin yerine nano konteynerler sayesinde ilaçlar 

vücudumuzun tümör bölgesine güvenli bir şekilde ulaştırılabilir [32]. 

2.2.2. Manyetik Nanopartiküller 

Manyetik nanopartiküller Ni, Co, Fe, Fe3O4 ve Fe2O3 gibi metal ve metal oksitlerden oluşup bir 

sıvı içerisinde süperparamanyetik dispersiyonlar meydana getirir. Genelde metaller toksiktir ve 

oksitlenmeye eğilimlidir. Örneğin Ni, Co ve Fe atmosfer koşulları altında NiO, CoO ve FeO 

alaşımlarına oksitlenir. Nanopartiküllerin büyük yüzey alanı sebebiyle oksidasyon sorununu 

önlemek için sentetik ve/veya fiziksel bir yöntem geliştirilememiştir. Demir oksitlerin manyetik 

cevap özelliği diğer metallere göre daha düşük olmasına rağmen daha az okside olup kararlı 

manyetik etkilerini korumaktadırlar [33].  

Demir oksitler ferrimanyetik özellik gösterir. Manyetit (Fe3O4) ve maghemit (γ-Fe2O3) en genel 

ve en çok rastlanan demir oksitlerdir [34].  

Manyetit havada maghemite, 300 ºC’den yüksek sıcaklıklarda ise hematite oksitlenir. Maghemit 

ferrimanyetiktir (az manyetik özelliğine sahip), fakat hematit antiferromanyetik olduğundan bu 

dönüşümün göz önünde bulundurulması gerekmektedir [35]. 

4 Fe3O4 + O2 → 6Fe2O3 

Manyetit ve maghemit aynı fiziksel özelliklere sahip olmalarına rağmen (Çizelge 2.2) manyetik 

özellikleri alt örgü etkileşimlerinden dolayı değişmektedir. Maghemitin (γ-Fe2O3) kristal 

yapısında sadece Fe3+ iyonları mevcuttur ve yarısı tetrahedral diğer yarısı da oktahedraldir. 

Manyetitin (FeO.Fe2O3) kristal yapısı ise 1:2 molar oranında oktahedral Fe2+ ve yarısı 

tetrahedral, diğer yarısı oktahedral Fe3+ iyonlarından oluşmaktadır [34]. 

Çizelge 2.2. Manyetit ve maghemitin fiziksel özellikleri 
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Manyetit ters spinal kristal yapısındadır (Şekil 2.3). Oksijen iyonları küp içinde düzenli olarak 

birbirine karşı gelen pozisyonlarda yerleşmiştir. Kübik birim hücre merkezi 56 atom olmak 

üzere, 32 O2- anyon ve 16 Fe3+ ve 8 Fe2+ katyonlardan oluşmaktadır. 

 

Şekil 2.3. Manyetitin kristal yapısı [36] 

Manyetitin elektron konfigürasyonu eşlenmemiş 3d elektronlarını içermektedir. Fe3+ iyonlarının 

spinleri ile Fe3+ ve Fe2+ iyonlarının spinleri ters paralel ve eşit olmayan bir biçimdedir [36]. 

Manyetitin izoelektrik noktası 6.8’dir. Kararlı bir manyetik kolloidal sıvı oluşmasında, en 

önemli unsur manyetit nanopartiküllerin kararlı olmasıdır. Manyetit nanopartiküllerinin 

izoelektrik noktası sitrat veya silika ile kaplanarak modifiye edilir ve kararlılık sağlanır [35].  

2.2.3. Manyetik Nanopartiküllerin Sentez Yöntemleri 

Nano yapının farklı fazlarda ve fiziksel özelliklerde sentezlenmesi için (sentezlenen 

malzemenin kararlılık durumuna ve sentez süresine bağlı olarak) birçok teknik geliştirilmiştir. 

En yaygın olarak kullanılan teknikler şunlardır; 

İkili Çöktürme   

Oda sıcaklığında veya yüksek sıcaklıklarda belli oranlarda Fe+2 ve Fe+3 iyonları güçlü karıştırıcı 

altında bazik ortamda çöktürülür. Parçacıkların boyutları bazik ortam, Fe+2/Fe+3 oranı, pH, 

sıcaklık, karıştırma hızı, iyonik şiddet gibi faktörlerden etkilenir [37]. 

Ters misel/mikroemülsiyon 

Nano boyuttaki su küreleri, organik faz/su ara yüzeyinin yüzey aktif maddelerle kararlı hale 

ulaşması ile oluşur. Yüzey aktif madde/su oranı 15’in altında ise ters misel, üstünde ise mikro 

emülsiyon sistemler oluşur. Nano yapıdaki taneciklerin üretilebilmesi için su küreleri 

nanoreaktör olarak kullanılır. Su kürelerinin boyutu, oluşan taneciklerin boyutu ile doğrudan 

orantılıdır [38]. 
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Hidrotermal Sentez 

Reaksiyon otoklavda, suyun kaynama noktasının üzerinde ve yüksek basınç altında buhara 

maruz bırakılarak gerçekleştirilir. Kontrol edilebilir bu reaksiyon sonucunda değişik morfolojik 

yapılara sahip tozlar üretilir [39]. 

Termal Parçalanma 

Demir-oleat kompleksleri yüksek sıcaklıklarda organik çözücüler ve oleik asit varlığında 

kaynatılır. Kompleksin parçalanması sağlandıktan sonra demir açığa çıkar ve oksijen varlığında 

manyetite donüşür. Yöntem organik bazlı bir yöntem olarak bilinir [40]. 

2.2.4. Altın Kaplı Manyetik Nanopartiküller 

Altın kaplamalı manyetik çekirdek-kabuk nanopartikülleri, çekirdeği oksitlenme ve 

korozyondan koruyarak, amin/tiol terminal grupları vasıtasıyla iyi biyouyumluluk ve afinite 

sergilemek suretiyle kimyasal stabiliteyi arttırdığı bildirilmektedir. Bu durumda altın, kimyasal 

veya biyolojik-tıbbi ajanlarla spesifik yüzey işlevselliği nedeniyle, tercih edilen bir kaplama 

maddesi haline gelivermiştir. Demir oksit (Fe2O3 veya kısmen oksitlenmiş Fe3O4) çekirdek 

nanoparçacıklarına altın veya gümüş kabuklu çeşitli çekirdek-kabuk sistemleri sentezlenmiştir 

[41]. İlk olarak 2001 yılında Cui ve arkadaşları bu yeni kompozit partikülleri sentezlemişlerdir 

[42]. Sentez temel olarak iki aşamada gerçekleştirilmiştir. İlk olarak manyetik özellik gösteren 

manyetit (Fe3O4) nanopartiküllerin sentezi daha sonra da bunların altın ile kaplanması 

yapılmıştır. Sentez bir kaç yöntemle yapılmakta olup, her yöntemin altın kabuk kalınlığı, 

partikül boyu kontrol zorluğu gibi dezavantajları bulunmaktadır. En yaygın olarak sabit 

reaktörler şeklindeki ters misel yöntemi, alkali bir ortamda ikili çöktürme yöntemi ile sulu fazda 

gerçekleştirilen demir tuzlarının manyetit nanopartiküllerinin kloraurik asit ile indirgenerek 

altın kaplamanın oluşturulması ve demir (III) oleatın ısıl bozulması ile altın asetatın 

indirgenmesiyle kaplamanın yapılması gibi yöntemler kullanılmaktadır [34]. 

2.2.5. Altın Kaplı Manyetik Nanopartiküller ile Yapılan Bazı Çalışmalar 

Mirkin ve ark. tiol ile modifiye edilmiş DNA moleküllerini Au parçacıklarına başarıyla combine 

etmişlerdir; daha sonra bu parçacık sistemini manipüle ederek, çeşitli enzimler varlığında bu 

yöntemi geliştirmişlerdir [43]. 
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Mandal ve ark. misel çözeltisinde (Fe3O4)çekirdek-(Au)kabuk yapısında partiküller sentezledi. 

Çeşitli yöntemlerle karakterize edilerek manyetik özellikler incelenmiştir. Hazırlanan 

partiküllerin MRI ve DNA sensörü gibi uygulamalarda kullanılabileceğini belirtmişlerdir [44]. 

Cui ve ark. immünolojik ve afinite temelli tayinler için yeni bir substrat geliştirmişlerdir. Kan 

içindeki HBV antijenini belirlemek için Fe3O4-Au nanopartikül yüzeyine IgG ve IgM 

antikorların immobilize ederek katı faz substratı oluşturmuşlardır [42].  

Jafari ve ark. ters misel yöntemiyle sentezledikleri Fe3O4-Au nanopartikülleri biyouyumlu 

poligliserol ile kaplamışlardır. Manyetik özellikleri incelenerek MTT ile hücrelerde toksik etki 

yaratmadığı ve ilaç salınımı için uygun olduğunu bildirmişlerdir [45]. 

Wang ve ark. yetişkin bir sıçanın omuriliğinden 20 sinir kök hücresini izole ederek Fe3O4-Au 

NP ile etkileştirdikten sonra tekrar sıçanların omuriliğine yerleştirerek 48 saat ve bir ay sonra 

takibini MR ile yapmışlardır. Çalışmanın sonucunda Fe3O4-Au NP’lerin güçlü kontrast arttırıcı 

özellik gösterdiklerinden dolayı MR etiketleri olarak kullanılabileceğini belirtmişlerdir [46]. 

2.2.6. Altın Nanopartiküller 

Soy metal nanoparçacıkları son 15 yıl içinde yoğun bir şekilde incelenmiştir. Altın 

nanopartiküllerin en önemli özelliklerinden biri görünür bölgede belirgin optik rezonans 

sağlamalarıdır. Altın nanopartiküllerinin ışık saçılması yapmaları ve diğer yarı iletken 

nanopartiküller gibi renk değişimi göstermeleri altın parçacıkların çevre değişikliklerine, 

boyutlarına ve biçimine bağlıdır. Bu nedenle uygulamalar, iyi tanımlanmış şekil ve boyutlar 

sağlayan sentez protokolleri gerektirir. Nihai ürünlerin farklı özelliklerini gösteren çeşitli sentez 

yolları vardır. İndirgeyicinin kuvveti yanında, bir stabilizatörün çözelti fazı sentezindeki etkisi 

de kritik önem taşımaktadır [47, 48]. 

Altın partiküllerin, Turkevich ve Frens'in [49] bu alandaki öncül çalışmalarına dayanarak, 

tanımlanmış boyut dağılımı ile, 9 ila 120 nm arasında geniş bir yelpazede üretilebileceği 

bulunmuştur. 

Altın nanoçubuklar, “transverse” plazmon (TP) ve “longitudinal” plazmon (LP) olarak iki farklı 

plazmon rezonansı göstermektedir. TP; altın nanoçubuklar uyarıldığında enine küresel altın 

kolloidlerin plazmon rezonansına yakın bir rezonans gösterirler. LP; altın nanoçubuklar 

uyarıldığında boyuna oluşan plazmon rezonansıdır [50]. 
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Şekil 2.4. Kolloidal altın nanoçubukların farklı yüzey plazmon bantları; transvers: 520-530 

nm, enine yüzey plazmon bantı; longitudinal: 700-1500 nm, boyuna yüzey plazmon bantı [50] 

Şekil ve boyuta bağlı olarak güçlü yüzey plazmon rezonans spektrumu gösteren altın 

nanopartiküller; nanoküre, nanoçubuk, nanokabuk gibi değişik şekillerde sentezlenerek 

ultrasensitif dedeksiyon ve görüntüleme yöntemleri ile biyotanıma, farmakoloji gibi farklı 

uygulama alanı gösterirler [51, 52]. Altın nanopartiküllerin kümelenmesi plazmonların 

birleşmesine neden olur, bunun sonucunda da belirgin renk değişiklikleri meydana gelmektedir. 

Altın nanopartiküllerin bu önemli özelliği kalorimetrik sensor uygulamalarına yol açmıştır [47].  

2.3. Mikroçip Sistemleri 

Minyatürize edilmiş analiz sistemlerinin gelişimi son yıllarda oldukça artmıştır. Bu sistemlerin 

geliştirilmesi; örneklerin hazırlanması, ön işleme tutulması, ayrıştırılması ve tayini gibi 

analizlerin aynı mikroçip üzerine entegre edilmesine dayanır [53]. 

Bir sistemin aynı anda küçültülmesi ve yüksek  performans sağlanması çok zordur. Ancak, 

birçok araştırmacı tarafından yüksek performanslı mikroakışkan analitik sistemler ile bu 

mümkün olmuştur [54, 55]. Çip esaslı kılcal elektroforez (CE) geleneksel CE'ye göre çok daha 

yüksek bir analiz hızı sunar [55, 56]. Yüksek çözünürlük, düşük numune hacmi gereksinimi ve 

daha kısa analiz süresi [54, 57] ile CE, geleneksel kılcal sistemlere göre önemli avantajlar 

sunmaktadır. 
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Mikroçip tabanlı kılcal elektroforez sisteminin şeması Şekil 2.5'te gösterilmektedir. Ayırma 

performansının optimal olması için numune enjeksiyon ve dedektör genişliği, numune varyansı 

ve iki en yakın aralıklı analit tepe noktası arasındaki mesafenin karakterize edilmesi gerekir. 

 

Şekil 2.5. Kılcal elektroforez mikroçip ayırma sisteminin şematik görünümü; w-kanal hidrolik 

çapı, Ld-ayırma uzunluğu, σ-karakteristik analit bant genişliği, ΔL-örnek tepeleri arasındaki en 

kısa ayırma mesafesi (σ, analit bantının genişlik entegre konsantrasyon dağılımının standart 

sapması olarak tanımlanır) [1] 

Geleneksel bir makrosistemin minyatürize edilmesi için, tasarımı ve inşası, karıştırıcılar, 

reaktörler, vb. gibi ünite işlemlerinin düzgün bir şekilde birleştirerek yapılması çok önemlidir 

[58]. Aksi takdirde ısı ve kütle transferi verimliliği veya spesifik arayüz alanının boyutu gibi 

birçok fiziksel parametre mikro alanlarda önemli derecede farklıdır [58, 59]. 

M. Tokeshi ve ark. tarafından on katmanlı bir yığın mikroreaktörü imal edildi [60]. 

Mikroreaktör içinde sulu solüsyonda amin ile organik çözeltide asit klorür arasında amid oluşum 

tepkimesi gerçekleştirildi ve on katmanlı yığma reaktör için maksimum verimin tek katmanlıdan 

on kat daha fazla olduğunu gözlemlenmiştir. Şekil 2.6, on katmanlı reaktörün bir fotoğrafını 

göstermektedir. Mikroreaktörün imalatı özel ekipmanlara ihtiyaç duyulmadan ıslak aşındırma 

ve termal bağlama teknikleri ile gerçekleştirildi. On adet cam plaka bir mikrokanal ve büyük 

delikler kazındı. Tüm plaklar üst üste getirildi ve bir düz cam plaka üst plakı örtecek şekilde 

yerleştirildi. Alümin ağırlıkları ile sandviç haline getirildi ve tek katmanlı cam mikroçiplerinin 

imalatı için kullanılan aynı koşullar altında ısıtıldı [61]. Bu çalışma çok tabakalı mikroçiplerin, 

işlem sayısının tek bir çip üzerine nasıl entegre olabileceğinin iyi bir örneğidir.  
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Şekil 2.6. On katmanlı yığın mikroreaktörünün fotoğrafı [1] 

Geleneksel heterojen immünosorbent ve enzim bağlantılı immünosorbent assay (ELISA) 

sistemleri yüksek seçicilik ve hassaslık nedeniyle, klinik teşhislerde, çevre analizlerinde ve 

biyokimyasal araştırmalarda yaygın olarak kullanılmakla birlikte uzun tahlil zamanı, rahatsız 

edici sıvı işleme prosedürleri ve pahalı antikor reaktifleri gibi dezavantajlar içerir. M. Tokeshi 

ve ark. analitik sistemleri bir mikroçip içine entegre ederek dezavantajların ortadan kalktığını 

bildirmişlerdir. Kolon kanseri tümörleri olan insan karsinoembriyonik antijen (CEA) test 

edilmiş ve kısa sürede başarıyla belirlendiği gösterilmiş. 

Bir mikrokanal içine, anti-CEA antikoru ile kaplanmış polistiren boncuklar konulmuş ve daha 

sonra ilk antikor olan CEA'ı ve kolloidal altın ile konjuge edilmiş ikinci antikoru içeren bir 

serum örneği ardışık olarak reaksiyona sokulmuş böylece üç antikor gerektiren bir sandviç 

immünoassay sistemi oluşturulmuş (Şekil 2.7). Oluşan antijen-antikor kompleksi, boncuk 

yüzeyine sabitlenmiş ve bir termal lens mikroskopu kullanılarak saptanmış [1]. 

 

Şekil 2.7. Antijen-antibadi etkileşiminin şematik gösterimi; a) ELISA plakası, b) Mikroçip [1] 

2.4. Raman Spektroskopisi  

Spektroskopi, moleküllerin kimyasal ve fiziksel formları hakkında bilgi vermek, karakteristik 

spektrumlarından maddeleri tanımlamak ve numunedeki madde miktarını kantitatif olarak tespit 

etmek için kullanılır. Spektroskopi tekniği, analitik problemlere çözümler sunar. Numuneler 
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katı, sıvı ya da buhar, mikroskopik parçacıklar olarak veya yüzey tabakaları gibi fiziksel 

durumlarda incelenebilir.  

Tarihte ilk olarak Adolf Gustav Stephan Smekal 1923 yılında fotonlardaki inelastik saçılma 

olgusunu öngörmüştür [62]. 1928 yılında Hintli fizikçi Dr. Chandrasekhara Venkata Raman 

1910 yılında ortaya attığı düşünceyi deneysel olarak tespit etmiştir. Gemi yolculuğu sırasında 

denizin mavi rengi gökyüzünün mavisinin yansıması olduğunu söylemiştir [63]. C. V. Raman 

1931 yılında gaz molekülleri üzerine ışık göndererek moleküller tarafından saçılan ışının dalga 

boyunun gelen demetin dalga boyundan farklılık gösterdiğini, dalga boyundaki kaymaların 

moleküllerin kimyasal yapılarına göre değiştiğini sistematik olarak açıklamasıyla Nobel Fizik 

ödülünü kazanmıştır. Raman saçılması olarak bilinen bu teori bir ışık kaynağından moleküle 

gelen ve molekül üzerinden ışığın yaptığı inelastik saçılmaları gösterir. Saçılmaların ölçülmesi 

ve molekülün titreşim spektrumunun incelenmesi ile Raman spektroskopisi ortaya çıkmıştır 

[64].  

Raman spektroskopisinin avantajı suyun spektrumunu engellememesidir, böylece Raman 

spektrumu sulu çözeltilerden elde edilebilir. Ayrıca, cam ya da kuvartz hücrelerde de 

kullanılabilir [65]. Raman spektroskopisinin bazı dezavantajları da vardır; Floresans sinyaline 

göre Raman sinyalinin daha düşük oluşu, Raman saçılması kesit alanının çok düşük olmasından 

kaynaklanmaktadır (10-31cm2/molekül). Bunun sonucunda tespit edilmesi de daha zordur [66]. 

Raman spektrumu ölçümlerinde, lazerden saçılan ışığın dağılması sonucunda oluşan floresans 

etkiyi engellemek için optik eksene paralel olarak bir notch filtre yerleştirerek elastik saçılmalar 

(Rayleigh) önlenebilmektedir [67]. 

2.4.1. Saçılma Teorisi 

Raman etkisinin anlaşılabilmesi için, ışığın madde ile etkileşimi kuantum mekanik etkisi ile 

açıklanabilir. Moleküle düşük enerjide ışık verildiğine bunun sonucunda molekülün titreşim 

hareketlerinde değişim olur. Bu temel ve uyarılmış durumlar arasındaki enerji farkını ölçmek 

için Infra-red spektroskopisi geliştirilmiştir. Eğer bir molekülün enerjisi kendisini uyaran 

enerjiden fazla ise kararsız bir şekilde temel halden uyarılmış hale geçer. Tekrar kararlı olması 

için temel hale geri dönmesi gerekmektedir. İlk hale döndüğünde saçılan ile gelen ışık enerjisi 

eşit ise bu bir elastik saçılmadır ve Rayleigh saçılması olarak adlandırılır. Bazı fotonlar 

uyarılmadan önceki seviyeye dönmeyip, farklı enerji seviyelerine yerleşirler.  Bu elastik 
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olmayan bir saçılmadır ve enerji farklılığı ortaya çıkar. Bu saçılmaya Raman saçılması denir. 

Saçılan ışınlardan 107 tanesinden bir tanesi inelastik saçılmadır. Yayılan ışının enerjisi uyarılma 

enerjisinden küçük ise Stokes saçılması, büyük ise anti-Stokes saçılması meydana gelir (Şekil 

2.8) [68]. 

 

Şekil 2.8. Rayleigh ve Raman saçılımının Jablonski enerji diyagramı [68] 

Moleküllerin titreşim seviyeleri arasındaki enerji farkı, gelen ve saçılan ışının enerji farkları ile 

ilişkilidir. Dolayısı ile Raman spektrumları moleküllerin karakteristiğini açıklar. 

İki kuantize durum arasındaki enerji farkı ΔE=hʋ0 eşitliği ile verilir. Burada h, Planck sabitini, 

ʋ0 ise ultraviyole görünür bölgede saçılan lazer ışığı frekansını ifade eder. Raman spektroskopisi 

ışığın ΔE=hʋ0 şartını sağlamaz, çünkü saçılan ışığın frekans enerjisi ve dalga boyu gelen ışından 

farklıdır, bu durumda ʋ=ʋ0+ʋm olur, ʋm=molekülün titreşim frekansıdır [69].  

Stokes saçılmalarının, Anti-Stokes saçılmalarına göre daha şiddetli oluşu moleküllerin ʋ=1 

frekans değerlerinin, ʋ=0 frekans değerlerine göre daha yoğun olmasından kaynaklanmaktadır. 

Bu durum Maxwell-Boltzmann dağılım prensibini sağlamaktadır. Klasik teoriye göre Stokes ve 

anti-Stokes saçılmaları aynı kabul edildiğinden, klasik mekanik yaklaşım bu durumu 

açıklamakta yetersiz kalmaktadır. Bu yüzden kuantum mekanik teorisiyle açıklanmasına gerek 

duyulmaktadır. 
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Stokes ile anti-Stokes saçılması arasındaki şiddet farkı başlangıç enerji seviyelerinin n doluluk 

yoğunluğuna bağlıdır. Isıl dengede Maxwell-Boltzmann dağılımına sahiptir ve aşağıdaki 

denklem ile ifade edilir [64]; 

  

Denklemdeki n terimi doluluk yoğunluğunu, k terimi fiziksel bir sabit olan 1.3807 x 10-23 J.K-

1 değerindeki Boltzmann sabitini, T sıcaklığı ifade etmektedir ve birimi Kelvin’dir. 

2.4.2. Raman Spektroskopisi Sistemi 

Raman spektroskopi sistemi başlıca; lazer kaynağı, dedektör, spektrometre, toplama ve 

odaklama optiklerinden oluşmaktadır (Şekil 2.9). Lazer yüksek şiddette ışın sağlayabildiği için 

ışık kaynağı olarak kullanılır. Lazer numuneyi uyarmak için ışımayı morötesi (UV), görünür 

(VIS) ve yakın kızılaltı (NIR) bölgelerinden sağlar. Raman spektrumu, lazer tarafından saçılan 

ışığın bir mercek ile toplanması ve spektrometreden geçirilmesiyle elde edilir [70]. 

 

Şekil 2.9. Raman spektroskopisi bileşenlerinin şematik gösterimi [71] 

Numune boyutu küçük olsa da, ölçüm esnasında lazer sayesinde istenilen noktaya 

odaklanılabilmekte böylece kolaylıkla ölçüm alınabilmektedir [72]. Lazerlerin; elektriksel güç 

değerleri, dalgaboyu ve boyut/ağırlık değerleri daha verimli sonuçlar elde etmek için önemli 

sistem parametrelerindendir. Raman spektroskopisi için kullanılan lazer çeşitleri ve dalga 

boyları Çizelge 2.3’de gösterilmiştir; 
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Çizelge 2.3. Raman spektroskopisi için kullanılan lazer türleri ve dalgaboyları [73] 

 

Detektör, spektral olarak saçılan ışını kaydeder. Raman saçılması zayıf olduğu için duyarlı 

detektörlere ihtiyaç duyulur. Raman sinyalini kaydetmek için, belli dalgaboyunda yüksek 

kuantum verimliliği ve düşük gürültü seviyesine sahip dedektörler kullanılmalıdır. Günümüzde 

Raman sistemlerinde dedektör olarak yüksek hassasiyet ve performansından dolayı yüke 

bağlantılı kameralar (CCD: Charge Coupled Devices) tercih edlimektedir. Bunun dışında 

fotonçoğaltıcı tüpler (PMT: Photomultiplier Tubes) ve fotodiyot dizini de kullanılmaktadır.  

Dalgaboyu seçicisi olan spektrometre için en önemli parametreler dalgaboyu aralığı ve spektral 

çözünürlüktür. Dalgaboyu aralığı hedef numuneyi uyaracak lazerin dalgaboyuna göre 

seçilebilir. Yüksek spektral çözünürlük zayıf Raman piklerinin tanımlanması için kullanılabilir 

[74]. 

2.4.3. Yüzeyi Güçlendirilmiş Raman Spektroskopisi  

Yüzeyi Güçlendirilmiş Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS) 

Raman sinyalinin arttırılması için geliştirilen bir yöntemdir. SERS yönteminin keşfi 1974 

yılında Fleischmann ve ark. tarafından yapılmıştır. Gümüş yüzey üzerinde elektrokimyasal 

olarak piridinin analizini yaparken, gümüş yüzeyin pürüzlülüğünü arttırılması sonucunda 

adsorplanan piridin miktarının da artmış olduğunu düşünmüşlerdir. Deney sonucunda yüzeyden 

yüksek sinyal oranına sahip Raman spektrumu alınmıştır ve bunun yüzey alan artışı ile ilişkili 

olduğunu öne sürmüşlerdir [75]. Van Duyne ve Creighton birkaç yıl sonra yaptıkları çalışmalar 

sonucunda yüzey alanının artışının yanı sıra yüzey pürüzlüğünün de önemli olduğunu 

bildirmişlerdir [76]. Bir başka çalışmada ise 1979, yılında sulu altın ve gümüş kolloidal 

çözeltiler içinde piridin molekülünün Raman sinyalini arttırdığı gözlemlenmiştir [77]. Yapılan 
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tüm çalışmalara dayanarak 1985 yılında SERS yöntemi altında yatan temel mekanizmanın 

‘yüzey plazmon’ ve ‘kimyasal mekanizma’ olarak açıklandığını bildirilmiştir. Yüzey 

plazmonlar elektromanyetik alanları titreştirmektedir. Lazer sayesinde yüzeydeki plazmonlar 

salınmakta ve elektromanyetik güçlendirme sağlanmaktadır. Kimyasal mekanizma yüzey ile 

adsorplanan molekül arasına yük transferinin olması ve molekülün polarlanabilmesi prensibine 

dayanır. Her iki mekanizmada da güçlendirmenin sağlanabilmesi için yüzey pürüzlülüğü temel 

gerekliliktir [7]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Kimyasal Maddeler 

Deneylerde kimyasal madde olarak;  

 FLUKA (Bucharest, Romania)’dan temin edilen Demir (III) klorür (FeCl3),  

 SIGMA-ALDRICH (St. Lois, U.S.A)’ten temin edilen Demir (II) sülfat hepta hidrat 

(FeSO4.7H2O), Disodyum fosfat (Na2HPO4), Sodyum hidroksit (NaOH), Hidrojen 

tetrakloro Altın (III) (HAuCl4), Hidroksilamin hidroklorür, L-Askorbik asit (C6H8O6), 

%99.9 Etanol (EtOH), Heksadesiltrimetil amonyum bromür (CTAB), 11-

Merkaptoundekaonik asit (11-MUA), %98 N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodimid 

hidroklorür (EDC), %98 N-Hidroksisülfosüksinimid sodyum tuzu (NHS), Sodyum klorür 

(NaCl), Disodyum fosfat (Na2HPO4), Potasyum fosfat (KH2PO4), Potasyum klorür (KCl), 

2-(N-Morfolino)etanesulfonik asit (MES monohidrat), Etilendiamintetraasetik asit 

disodyum tuzu (EDTA), 

 MERCK (Darmstadt, Germany)’ten temin edilen Gümüş nitrat (AgNO3), 4-Aminotiyofenol 

(4-ATP), %98 Etanolamin, Sodyum borohidrür (NaBH4), Perklorik asit (HClO4),  

 TEKKİM (Bursa)’den temin edilen %50 Benzalkonyum klorür (BCC) kullanılmıştır.  

Kimyasallar, ultra saf su (>18.3 MΩ.cm) ile hazırlanmıştır.  

3.2. Biyokimyasallar 

 İnsan luteinizan hormonu standardı (hLH) - 1.0 mL’lik vialler içinde 0, 0.6, 3, 15, 75, 240 

IU/L konsantrasyonlarında.  

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

vialler içinde ~20 μg/mL konsantrasyonunda. 

Standartlar, Tris-HCl tuz çözeltisi tamponu (pH 7.8) ile bovin serum albumin ve < %0.1 sodyum 

azit içinde hazırlanmıştır. Son kullanma tarihinden önce +2°C - +8°C’de vialler içinde muhafaza 

edilmiştir. 

Yöntemin hLH’ya seçici olduğunu, insan korionik gonadotropin (hCG), insan büyüme hormonu 

(hGH) ve immünoglobülin G (IgG) standartları ile test edilerek gösterilmiştir. 
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Çalışmada kullanılan tüm biyomoleküller AutoDELFIA® markasına aittir ve Hacettepe 

Üniversitesi, Doping Kontrol Merkezi’nden temin edilmiştir. 

 Biorad orijinli kontrol serum örnekleri (Level 1, 2 ve 3); 96 farklı analit içerir, stabilitenin 

arttırılması amacıyla liyofilize formda sağlanmıştır. 

3.3. Çözeltiler 

 NaOH: 1 M olacak şekilde 2 g katı NaOH tartıldı, balon jojede 50 mL deiyonize su içinde 

çözünmesi sağlandı. 

 Hidrojen tetrakloro Altın (III) (HAuCl4): 0.01M HAuCl4 çözeltinin hazırlanması için, stok 

sıvı HAuCl4’den 35 μl alındı, 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve hacmi deiyonize su ile 

tamamlandı. 

 4-Aminotiyofenol (4-ATP): Stoktan katı 4-ATP 50 mM olacak şekilde tartıldı ve Eppendorf 

tüpe aktarıldı. Eppendorf tüp içinde 1 mL Etanol’de çözünmesi sağlandı. 

 Sodyum Borohidrür (NaBH4): 1.9 mg katı NaBH4 tartıldı, 5 mL soğutulmuş deiyonize su 

içerisinde çözünmesi sağlanarak 0.01 M çözelti hazırlandı. 

 Askorbik Asit: 88 mg katı askorbik asit tartıldı, 5 mL deiyonize su içerisinde çözünmesi 

sağlanarak 0.05 M çözelti hazırlandı. 

 Gümüş Nitrat (AgNO3): 8.45 mg katı AgNO3 tartıldı, 5 mL deiyonize su içerisinde 

çözünmesi sağlanarak 0.01 M çözelti hazırlandı. 

 MES Tamponu: MES monohidrat 0.05M olacak şekilde tartıldı ve içinde deiyonize su olan 

balon jojeye aktarıldı. 1M NaOH çözeltisi eklenerek, pH’sı 6.5’e ayarlandı. Son hacim 50 

mL’ye deiyonize su ile tamamlandı. 

 PBS Tamponu: Sırasıyla 0.1 M Na2HPO4 ve KH2PO4 çözeltileri karıştırılır ve pH’sı 7.4 

olacak şekilde ayarlandı. Daha sonra 0.2 g/L KCl ve 8 g/L NaCl tuz ilavesi yapıldı. 

 EDTA: 1 g katı EDTA tartıldı, 10 mL 1M NaOH çözeltisi içinde çözünmesi sağlandı. 

 CTAB: 1.84 g katı CTAB tartıldı, 50 mL deiyonize su içerisinde çözünmesi sağlanarak 0.1 

M çözelti hazırlandı. 
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 MUA: 4.37 mg katı MUA tartıldı, 1 mL etanol içinde çözünmesi sağlanarak 20 mM çözelti 

hazırlandı. 

 EDC/NHS: 100 mM olacak şekilde, her ikisinden 8 mg tartıldı, 1 mL MES tamponunda 

çözünmesi sağlandı. 

 D-alanin: 4 mg katı D-alanin tartıldı, 1 mL MES tamponu içinde çözünerek çözelti 

hazırlandı. 

 Etanolamin: 1 mL MES tamponu içine 10 μL etanolamin eklenmesi ile etanolamin çözeltisi 

hazırlandı. 

 FeCl3 ve FeSO4.7H2O çözeltileri: 1.28 M ve 0.64 M olacak şekilde sırasıyla 1.038 g FeCl3 

ve 0.889 g FeSO4.7H2O tartıldı, 5 mg deiyonize su içinde çözünmeleri sağlanarak çözeltiler 

hazırlandı.  

3.4. Cihazlar ve Gereçler 

 Raman spektroskopisi (DeltaNu ExamineR Inc. Laramie, WY, U.S.A & Qimaging 

MicroPublisher-RTV-5.0, Canada): Raman mikroskopu 785 nm lazer kaynağı, numune için 

hareketli lamel haznesi ve CCD dedektorü optimizasyon çalışmaları ve kalibrasyon 

grafiğinin oluşturulması sırasında, 4-Aminotiyofenol sinyal ölçümü için kullanılmıştır. 

Cihaz parametreleri 45 sn veri toplama süresi, 10X objektif, 30 μm lazer spot alanı, 150 mW 

lazer gücü olarak ayarlanmıştır. 

 Geçirgenli Elektron Mikroskop (TEM) ölçüm düzeneği (JEOL JEM 1400, Jeol Ltd., Tokyo 

Japan): Sentezlenen nanopartiküller ve oluşan sandviç yapısı karakterizasyon çalışmalarında 

kullanılmıştır. Örneklere %2 uranil asetatla negatif boyama yapılmıştır ve 80-120 kV’de 

incelenmiştir. 

 UV-Visible spektrofotometre (SPECTRONIC GENESYS, California ABD): Sentezlenen 

nanopartiküllerin absorpsiyon spektrumları tek ışın yollu UV-visible spektrofotometre ile 

kaydedilmiştir. 

 Santrifüj cihazı (EPPENDORF 5418, Eppendorf Middle EAST and Africa FZ-LLC, Dubai 

Media City U.A.E.): Partiküllerin çökmesini sağlayarak ortamda bulunan aşırı reaktiflerin 

uzaklaştırılması ve modifikasyonlardan sonra yıkama işleminin yapılması için 

kullanılmıştır.  
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 Ultrasonik banyo (SONOREX RK 156, BANTELIN Electronic GmbH & Co. KG, Berlin 

Germany): Nanopartiküllerin çökme, topaklanma problemlerini engellemek; homojen 

dağılım ve etkileşimini sağlamak amacıyla kullanılmıştır. 

 Etüv (O Heraeus INSTRUMENTS GmbH. 63450, Hanau Germany): Yıkama işlemi sonrası, 

mikroçip odacıklarında hava kabarcığı veya sıvı kalmaması amacıyla, mikroçipler 80-90 

°C’de 15 dk kadar etüvde bekletilmiştir.  

 Çalkalayıcı (N-BIOTEK Co. Ltd. Gyeonggi-do Korea): Sentez ve modifikasyon 

aşamalarında, etkileşimlerin daha yüksek olması amacıyla beklemeler çalkalayıcıda 

yapılmıştır.  

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

çözeltilerin hazırlanması sırasında kullanılmıştır. 

 Hassas terazi (SHIMADZU Inc., Kyoto, Japan), Deiyonize su cihazı (MILLIPORE 

SIMPLICITY 185, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt Germany), Mikropipet (1-

10, 10-100, 100-1000 μl) 

3.5. Mikroçip Tasarımı ve Üretimi 

Sürekli akış çiplerine alternatif olarak, çalışma sıvılarının statik olarak durduğu ve pipet 

kullanılarak işletilen pasif bir mikroçip tasarlanmıştır. Mikroçip birbirlerine kılcal valfler [78, 

79] ile bağlı 4 hazneden oluşmaktadır (Şekil 3.1). Çalışma sıvıları hazneler içerisinde sırasıyla 

pipet kullanılarak aktarılmaktadır. Tasarlanan bu mikroçipin en önemli özelliklerinden biri 

sıvının sonraki hazneye doğru ilerleyememesidir. Bu sayede her bir hazneye sıvı aktarılmasına 

rağmen birbirlerine karışması mümkün olmamaktadır.  
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Şekil 3.1. a) Mikroçipin genel görünümü, b) Kılcal valfin detay görünümü, c) Kılcal arayüzün 

valf kanalı boyunca hareketi, d) Kılcal arayüzün 180 o’lik dönüşe ulaştığında durması [79] 

Kılcal arayüz, valf kanalının bir sonraki hazneye açılan ucundaki 180o’lik dönüşe geldiğinde 

kılcal arayüzde gelişen yüzey gerilmesi ve buna bağlı olarak akışa ters yönde oluşan arayüz 

basınç etkisi ile sıvı daha da ileriye gidememektedir (Şekil 3.2). 

1 2

1 1
p

R R

 

   
 

 

Young-Laplace eşitliği; Δp, kılcal arayüzün iki taraf arasındaki basınç farkını, γ yüzey 

gerilimini, R1 ve R2 kılcal arayüzün geometrisini ifade eden temel yarıçaplarıdır.  

Mikroçipin tasarımı şekil 1.d’de görülen kılcal arayüzde, R1 ve R2’nin aldığı değerler nedeniyle 

Δp negatif bir değer almakta ve kılcal akışa ters yönde bir basınç oluşmaktadır. 

 

Şekil 3.2. Kılcal valflerin çalışması; a) Birinci haznenin doldurulması ile çalışma sıvısının valf 

kanalı boyunca ilerlemesi ve ikinci hazneye ulaşmadan durması, b) İkinci haznenin 

doldurulmasında birinci hazneye doğru geri akışın olması bir miktar karışmaya neden 

olmaktadır, ancak bu karışma miktarı çalışmayı etkilememektedir 
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hazne 2
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hazne 4
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Mikroçip tasarımı için Çankaya Üniversitesi Makine Mühendisliği Bölümü’nde yer alan 

ProLight WPLM1000 işleme merkezi kullanılmıştır. Mikroçipi oluşturan kanallar ve hazneler 

poli (metil metakrilat) (PMMA) bloklar üzerine mikro frezleme yöntemi ile işlenmiş, işlenen 

kanalların üzeri ise yine PMMA bloklar kullanılarak termokompresyon yöntemi ile 

kapatılmıştır. Hazneler 3mm çaplı, hazneleri birleştiren valf kanalları ise 400 μm genişlikte ve 

200 μm derinlikte freze çakısı kullanılarak işlenmiştir. İşlem sırasında PMMA’nın ısınması ve 

buna bağlı olarak bozulmasını engellemek amacıyla yüzey bor yağı ile soğutma işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Haznelerin giriş-çıkış portlarında PMMA parçayı boydan boya delen 1 mm 

çaplı delikler açılmıştır. Kanalların üstlerinin kapatılması için ikinci PMMA parça 

termokompresyon (thermo-compressive bonding) yöntemi mikroçipin yüzeyine bağlanmıştır.  

Termokompresyon işleminin 110 oC’nin üzerinde yapılması ısıl gerilimlere ve bunun 

neticesinde ölçü değişikliklerine neden olabilmektedir.  Kompresyon sıcaklığını düşürebilmek 

için, her iki PMMA parça işlem öncesinde oda sıcaklığında 4 dakika boyunca kloroform 

buharına maruz bırakılmıştır [80], sonrasında sıcaklık kontrollü pres kullanılarak 60 oC sıcaklık 

altında 20 dakika boyunca 68.75 N/cm2 basınç uygulanarak birbirlerine bağlanmıştır.  

Kullanım sırasında nanopartiküllerin yapışma problemini ortadan kaldırmak amacıyla 

mikroçipler 10 saniye boyunca hava plazmasına maruz bırakılarak yüzey hidrofilikliği 

arttırılmıştır. 

3.6. Yöntem 

Çalışmada luteinizan hormonun hızlı ve hassas tayini için yeni bir alternatif yöntem 

sunulmuştur. Bu kapsamda, LH tayini için PMMA tabanlı bir mikroçipin içinde 

immünomanyetik ayırma esasına dayanan sandviç tipi bir biyosensör geliştirilmiştir. Sandviç 

yapı ‘Fe3O4@Au NP – LH – Au NP’  konjugatları ile oluşturulmuştur.  

Birinci aşamada demir partiküllerin ve altın partiküllerin sentezi yapılmıştır. Sentezlenen demir 

partikülleri daha sonra altın ile kaplanarak, çekirdek-kabuk (core-shell) Fe3O4@Au NP’leri 

oluşturulmuştur. Altın partiküllerin sentezinde benzalkonyum klorür (BCC), alternatif bir sentez 

daha yapılarak setrimonyum bromür (CTAB) kullanılmıştır. Bu sayede küre ve çubuk yapılarına 

sahip altın nanopartiküller sentezlenmiştir. 

İkinci aşamada sentezlenen NP’lerin yüzeyleri 11-MUA ile modifiye edilmiştir. Daha sonra 

Fe3O4@Au NP’lerin üzerindeki karboksil grupları NHS-EDC reaksiyonu ile aktif hale 
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getirilmiştir. Au NP’lerin yüzeyi ise ilk olarak SERS etiketi 4-ATP, ardından EDC/NHS ile 

modifiye edilmiştir. Her modifikasyon sonunda partiküllerin yıkanması üç defa 0.05M MES 

tamponu ile yapılmıştır. 

Üçüncü aşamada aktif hale getirilen karboksil gurplarının LH antikorları (Ab-hLH-Eu) ile 

etkileştirerek 45 dakika boyunca bağlanmaları sağlanmıştır. Bu süre sonunda partiküller üç defa 

0.1M PBS tamponu ile yıkanmış ve bağlanmayan antikorlar ortamdan uzaklaştırılmıştır. 

Dördüncü aşamada D-alanin/Etanolamin ile partikülleri 30 dakika etkileştirerek spesifik 

olmayan bağlanmaların engellenmesi sağlanmıştır. Bu süre sonunda partiküllerin yıkanması üç 

defa 0.05M MES tamponu ile yapılmıştır. 

Beşinci aşamda LH hormonu ile Fe3O4@Au NP’leri 45 dakika etkileştirilmiştir. Etkileşimin 

sonunda bağlanmayan LH’ların uzaklaştırılması, yıkama işleminin tekrar üç defa 0.05M MES 

tamponu ile yapılması sonucunda sağlanmıştır. Burada tam olarak bir antijen-antikor etkileşimi 

oluşturulmuştur.  

Bu aşamalarda yapılan tüm modifikasyonlar Eppendorf tüp içerisinde, ‘Fe3O4@Au NP – LH – 

Au NP’ sandviç yapının oluşumu ise mikroçip içerisinde gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

(b) 

(a) 
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Şekil 3.3. Nanopartiküllerin modifikasyon aşaması ve homojen sandviç yapısının oluşumu; a) 

Fe3O4@Au NP modifikasyonu, b) Altın NP modifikasyonu, c) Mikroçipte ‘Fe3O4@Au-hLH-

AuNP’ sandviç yapısının oluşumu 

Dört hazneden oluşan mikroçipin ilk haznesine Fe3O4@Au NP – LH konjugatı, ikinci haznesine 

modifiye Au NP’leri 15 μL kadar aktarılır. Fe3O4@Au NP’lerin manyetik özelliğinden 

yararlanarak, mıknatıs yardımı ile Fe3O4@Au NP – LH konjugatı toplanıp mikroçipin kılcal 

valfinden sürüklenerek ikinci haznede bulunan Au NP’leri ile yaklaşık 1 dakika etkileştirilir. Bu 

etkileşimin sonucunda sandviç yapının oluşması sağlanır. Yine mıknatıs yardımı ile sandviç 

yapı kılcal valften geçirilerek yıkama tamponunun (0.05 M MES) bulunduğu üçüncü hazneye 

aktarılır. Bu sayede Fe3O4@Au NP – LH konjugatı ile etkileşmeyen, sürüklenme etkisiyle 

üçüncü hazneye taşınan Au NP’leri elimine ederek, ölçüm haznesine ulaşmaları engellenir. 

Yıkama işleminin sonunda partikül topluluğu yine mıknatısla belli bir noktada toplanarak 

dördüncü hazneye aktarılır. Ölçüm SERS ile yapılmakta olup, Au NP’ler ile etkileşen 4-ATP 

sinyalleri kaydedilmektedir. Farklı konsantrasyonlarda LH içeren ‘Fe3O4@Au NP – LH – Au 

NP’ sandviç yapının SERS pikleri ölçülmüştür ve kalibrasyon grafiği oluşturulmuştur. 

Kullanılan antikorun seçiciliğini test etmek amacıyla aynı yöntem hCG, IgG ve hGH ile 

yapılmıştır. 

 

(c) 



28 

 

    

Şekil 3.4. Yöntemin PMMA tabanlı mikroçipte uygulanması; a) Fe3O4@Au NP – LH  

konjugatının mikroçipin birinci haznesine ve 4-ATP ile modifiye AuNP mikroçipin ikinci 

haznesine aktarılması, b) İkinci haznede NP’lerin ektileştirilmesi ve homojen sandviç yapının 

oluşumu, c) NP’lerin oluşturduğu sandviç yapının mıknatısla üçüncü hazneye sürüklenerek 

MES (pH 6.0) tamponu ile yıkanması, d) Yıkama işleminden sonra NP’lerin mıknatısla 

mikroçipin ölçüm haznesine aktarılması 

 

 

 

  

(a) (b) (c) (d) 
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4. DENEYSEL ÇALIŞMALAR VE BULGULAR 

4.1. Sentez Çalışmaları 

4.1.1. Manyetik Nanopartiküllerin Sentezi 

Manyetik özelliğe sahip küresel Fe3O4 nanopartiküllerin sentezi, Fe+3 ve Fe+2 demir iyonlarının 

1/2 oranında karıştırılması ve oluşan demir oksit tuzlarının oda koşullarında kontrollü bir şekilde 

yükseltgenmesiyle gerçekleştirilmiştir. İlk olarak 5 mL 1.28 M FeCl3 ve 5 mL 0.64 M 

FeSO4.7H2O deiyonize su içerisinde çözünene kadar 2 dakika karıştırılmıştır. Koyu sarı-yeşil 

renk gözlemlenmiştir. Karışıma 125 mL 1M NaOH çözeltisinden büret yardımı ile yaklaşık 45 

dakika boyunca damla damla ilave edilmiştir. Elde edilen siyah demir tuzları çökeleği bir 

mıknatıs yardımı ile toplanarak süpernatant uzaklaştırılmıştır. Daha sonra karışım tüplerine 

aktarılıp  üç defa 4000 rpm 5 dakika santrifüj edilerek deiyonize su ile yıkanmıştır. Asitlendirme 

aşaması için 5 mL 2 M HClO4 çözeltisi ilave edilmiştir ve bir gece oda koşullarında 

çalkalayıcıda bekletilmiştir. Kahverengiye dönüşen demir nanopartiküllerini içeren çözelti 

tekrar üç defa 10.000 rpm 20 dakika santrifüj edilerek aşırı miktardaki asit uzaklaştırılıp üç defa 

5 mL etanol ile yıkandıktan sonra kurutulmaya bırakılmıştır [81]. 

 

Şekil 4.1. Laboratuvar ortamında sentezlenen manyetik nanopartiküller 

4.1.2. Altın Kaplı Fe3O4 Nanopartiküllerin Sentezi 

Sentezlenen manyetik nanopartiküllerin Au kaplama işlemi için; 5 mg Fe3O4 nanopartikülleri 

tartılmıştır ve 5 mL deiyonize su içinde yaklaşık 5 dakika ultrasonik banyoda çözünmesi 

sağlanmıştır. Çözeltiye, 1M NaOH içinde hazırlanan 0.27 M EDTA çözeltisi eklenerek tekrar 
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yaklaşık 5 dakika sonikasyon yapılmıştır. Daha sonra süspanse edilen çözeltinin altında 

mıknatıs tutarak nanopartiküllerin dipte toplanması sağlanmıştır ve süpernatant atılıp üç defa 

deiyonize su ile yıkanmıştır. Çökelti önce 5 mL 0.1 M CTAB içine alınmıştır, daha sonra 

sırasıyla 3 mL 0.01 M HAuCl4 çözeltisi, 5 mL 0.1 M CTAB ve 300 μL 1 M NaOH çözeltisi 

eklenmiştir. Her çözeltinin eklenme aşaması ultrasonik banyoda gerçekleştirilmiştir. Ultrasonik 

banyoda vial şiddetli bir şekilde karıştırılırken 150 mg katı hidroksilamin hidroklorür indirgeyici 

ajanı eklenmiştir. Bu sırada çözelti şarap kırmızı rengine dönmüştür. Çözelti bir gece boyunca 

çalkalayıcıda bekletildikten sonra, küresel yapıda sentezlenen Fe3O4@Au nanopartikülleri 

mıknatıs yardımı ile toplanarak üç defa deiyonize su ile yıkanıp son hacim 5 mL’ye 

tamamlanmıştır [82]. 

 

Şekil 4.2. Laboratuvar ortamında sentezlenen altın kaplı Fe3O4 nanopartikülleri; a) Dış manyetik 

alan olmadığında kolloidal Fe3O4@Au NP b) Dış manyetik alan uygulandığında Fe3O4@Au NP 

çözeltide toplanması 

4.2. Küresel Altın Nanopartiküllerin ve Altın Nanoçubukların Sentezi 

Sentezin ilk aşamasında Au nanopartiküllerden oluşan çekirdek çözeltisi hazırlanmıştır. 

Çekirdek çözeltisi 7.5 mL 0.1 M CTAB ve 250 μL 0.01 M HAuCl4 karışımı ile hazırlanmıştır, 

ardından 600 μL buz banyosunda hazırlanan 0.01 M NaBH4 çözeltisi ilave edilmiştir. 

Hazırlanan çekirdek çözeltisi yaklaşık 30 °C’de ve 45 dakika bekleme sonucunda açık çay 

rengine dönüşmüştür. Altın nanoçubukların sentezi için öncellikle bir vial içinde 4.75 mL 0.1 

M CTAB, 100 μL HAuCl4 ve 60 μL AgNO3 çözeltileri karıştırılarak koyu turuncu renk elde 

edilmiştir. Çözeltiye 250 μL 0.01 M Askorbik Asit çözeltisi ilave edilmesiyle renk 

(a) (b) 
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berraklaşmıştır. Son olarak, şiddetli bir şekilde karıştırılarak ilk aşamada hazırlanan çekirdek 

çözeltisinden 10 μL eklenmiştir. Yaklaşık 3 saat bekleme süresinin sonunda şeffaf renk lacivert 

tonlarına doğru değişim göstermiştir [83]. 

Altın nanokürelerin sentezi için; altın nanoçubukların sentezi sırasında kullanılan 0.1 M CTAB 

yerine 0.1 M BCC kullanılması dışında diğer protokol adımlarının aynısı uygulanmıştır. 

Sentezin son aşamasında bekleme süresinin sonunda şeffaf renk koyu kırmızı tonlara 

börünmüştür. 

 

Şekil 4.3. Laboratuvar ortamında küresel altın NP ve altın nanoçubukların sentezi 

4.3. Karakterizasyon Çalışmaları 

Sentezlenen altın kaplı Fe3O4 nanopartiküllerin, altın nanoçubukların ve altın nanokürelerin 

karakterizasyonu geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve UV-görünür bölge moleküler 

absorpsiyon spektroskopisi ile yapılmıştır. 

4.3.1. Altın Kaplı Fe3O4 Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

Altın kaplı Fe3O4 nanopartiküllerin metal optik özelliklerinden yararlanılarak karakterizasyonu 

yapılmıştır. Şekil 4.4’te Altın kaplı Fe3O4 nanopartiküllerin çekirdek çapı 9 nm ve kabuk 

kalınlığı 3 nm olan çekirdek-kabuk yapılarının TEM görüntüsü yer almaktadır. TEM mikrografı 

demir altın nanopartiküllerin, kaplanmamış demir nanopartiküllerle kümelenmiş halde 

olduğunu gösteriyor. TEM görüntüsündeki koyu çekirdekler, demir-altın nanopartiküllerinin 
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çekirdek-kabuk yapılarının oluşumunu göstermektedir. Partiküllerin neredeyse homojen bir 

dağılıma sahip oldukları ve küresel yapıda olduğu saptanmıştır.  

 

Şekil 4.4. Altın kaplı Fe3O4 nanopartiküllerin TEM görüntüsü 

Altın kaplı Fe3O4 nanopartiküllerin sahip olduğu yüzey plazmon rezonans özelliği, 

nanopartiküllerin ışığı absorplamasına ve saçmasına yol açar. Şekil 4.5’te UV-görünür bölge 

absorpsiyon spektrumu gösterilmektedir. Spektrum incelendiğinde yaklaşık 550 nm’de 

absorpsiyon bandı görülmektedir, bu bant küresel nanopartiküllerin karakteristik bir özelliğidir 

ve Fe3O4 nanopartiküllerin altın ile kaplandığını göstermektedir. 
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Şekil 4.5. Altın kaplı Fe3O4 nanopartiküllerin UV-Vis absorpsiyon spektrumu 

4.3.2. Küresel Altın Nanopartiküllerin ve Altın Nanoçubukların Karakterizasyonu 

Küresel altın nanopartiküllerin ve altın nanoçubukların TEM görüntüsü Şekil 4.7'de verilmiştir. 

Altın nanopartiküllerin plazmon rezonans özellikleri boyutlarına, yapılarına (katı ya da boşluklu 

yapıda bulunmaları vs.), şekillerine ve bulundukları ortamın refraktif indeksine göre değişir. 

Çalışmada farklı iki partikül için farklı karakterde iki spektrum kaydedilmiştir. Küresel altın 

nanopartiküllerinin ortalama boyutu 25 nm olarak saptanmıştır. En/boy oranı bir parçacığın 

genişliğine (~15 nm) bölünen uzunluğu (~45 nm) olarak tanımlanır. Sentezlenmiş altın 

nanoçubukların en/boy oranı yaklaşık 3 olarak hesaplanmıştır.  
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Şekil 4.6. Altın nanoçubukların TEM görüntüsü 

 

Şekil 4.7. Küresel altın nanopartiküllerin TEM görüntüsü 

Şekil 4.8 ve 4.9’da, altın nanopartiküllerin şeklini incelemek için kolloidlerin UV-görünür bölge 

absorpsiyon spektrumları kaydedilmiştir. Küresel altın nanopartiküller 534 nm'de bir plazmon 

bandına sahiptir. Öte yandan, altın nanoçubukların ilk plazmon bandı 531 nm'de çapraz plazmon 
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bandıdır, ikinci plazmon bandı ise 744 nm'de uzunlamasına plazmon bandıdır ve kırmızıya 

doğru kaymıştır. İlk plazmon, küresel nanopartiküller için klasik plazmon bandından 

kaynaklanmaktadır. İkinci plazmon bandı daha uzun dalga boyu bölgesinde görünür ve çubuk 

şekilli nanoparçacıkların en/boy oranına bağlıdır. Bu band 600-1600 nm civarında görünür ve 

çubuk şeklindeki nanopartiküllerin uzunlamasına plazmon bandına karşılık gelir. En/boy oranı 

arttıkça, düşük enerjili görünür bölge ile NIR’da çalışma olanağının artması, Raman verimliliğin 

artması gibi avantajlar sağlamaktadır. Farklı en/boy oranına sahip nanoçubukların 

sentezlenmesi, farklı optik özelliklerin kazanılmasına yol açar. 

 

Şekil 4.8. Altın nanoçubukların UV-Vis absorpsiyon spektrumu 

 

Şekil 4.9. Küresel altın nanopartiküllerin UV-Vis absorpsiyon spektrumu 
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4.4. Modifikasyon Çalışmaları 

4.4.1. Yüzeyde Moleküllerin Tek Tabaka Halinde Düzenlenmesi (SAM) 

Fe3O4@Au NP’lerin yüzeyinde moleküllerin tek tabaka halinde oluşturulması (SAM) 

işleminden önce manyetik NP’lerin yıkama işlemi yapılmıştır. Mıknatıs yardımı ile NP’ler bir 

araya getirilip sıvı kısmı uzaklaştırılmıştır. Aynı işlem 3 defa tekrarlanıp yıkama deiyonize su 

ile yapılmıştır. Saf etanol içerisinde 20 mM 11-MUA hazırlanmıştır. Hazırlanan bu çözelti ile 

yıkanan manyetik NP’ler 1 gece boyunca çalkalayıcıda bekletilmiştir. Bekleme süresinin 

sonunda altın yüzey üzerinde karbonil grupları oluşturulmuştur. 11-MUA’nın fazlası, yine 

mıknatıs yardımıyla partiküllerin MES (pH 6.50) tamponu ile üç defa yıkanmasıyla 

uzaklaştırılmıştır [84]. 

4.4.2. Raman Etiketinin Bağlanması 

SERS sinyali takibi için 4-Aminotiyofenol SERS aktif molekülü kullanılmıştır. Bunun için 50 

mM 4-ATP 1 mL saf etanol içinde hazırlanmıştır. Altın NP’lerin yüzeyine tiyol gruplarından 

bağlanması için önce partiküllerin yıkama işlemi yapılmıştır. Yıkama işlemi için altın NP’ler 10 

dakika 13.000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Sıvı uzaklaştırıldıktan sonra MES (pH 6.50) tamponu 

ile yıkaması yapılmıştır. Yıkama işlemi 2 defa tekrarlanmıştır. Yüzeyde SAM oluşturulması için 

altın NP’ler 4-ATP çözeltisi ile 1 gece boyunca çalkalayıcıda karıştırılmıştır. Süre sonunda 

yıkama işlemi aynı şekilde tekrarlanmıştır. 4-ATP'nin yüzeye bağlanmasıyla modifikasyon 

işlemleri 4-ATP’ye ait karbonil grupları üzerinden yapılmıştır. 

4.4.3. Karbonil Grupların Aktif Hale Getirilmesi 

Fe3O4@Au NP’lerin yüzeylerinde oluşan serbest karbonil uçların aktif hale getirilmesi için 500 

μL MES tamponu içinde 4’er mg tartılan EDC ve NHS çözeltileri hazırlanmıştır. NP’ler bu 

çözeltiler ile karıştırıldıktan sonra 45 dakika çalkalayıcıda etkileşmeleri sağlanmıştır. Aktif hale 

getirilen gruplar üzerine gönderilen amin grupları ile kovalent bağ yapması sonucunda NP’lerin 

yüzeyinde amin reaktif NHS esterleri oluşturulmuştur. Süre sonunda Fe3O4@Au NP’ler 

mıknatıs yardımıyla 3 defa MES tamponu ile yıkanmıştır [84]. 

Altın NP’ler için de aynı işlemler uygulanmıştır. Süre sonunda altın NP’ler 10 dakika 13.000 

rpm’de santrifüj edilerek MES tamponu ile 2 defa yıkanmıştır.  
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4.4.4. Nanopartikül Yüzeyine Antikorun İmmobilizasyonu 

Çalışma kapsamında hedef analitin ortamdan seçici bir şekilde izole edilmesi için anikor-antijen 

kompleksinin oluşması sağlanmıştır. Fe3O4@Au NP’lerin yüzeyinde aktifleştirilen karbonil 

gruplarının üzerine antikorun bağlanması sağlanmıştır. LH izolasyonu için monoklonal fare Eu-

etiketli anti-β hLH IgG insan antikoru kullanılmıştır. Tris-HCl tamponu (pH 7.8), BSA tuz 

çözeltisi ve < %0.1 sodyum azit içerisinde ~ 20 μg/mL konsantrasyonunda ticari olarak 

hazırlanan antikor dilüsyonu manyetik NP’ler ile karıştırılarak 1 gece çalkalayıcıda etkileşmesi 

sağlanmıştır. Süre sonunda yıkama işlemi mıknatıs yardımıyla 3 defa PBS (pH 7.40) tamponu 

ile yapılmıştır. 

Altın NP’ler için de aynı işlemler uygulanmıştır. Süre sonunda altın NP’ler 10 dakika 13.000 

rpm’de santrifüj edilerek PBS (pH 7.40) tamponu ile 2 defa yıkanmıştır [85]. 

4.4.5. Spesifik Olmayan Bağlanmaların Bloklama Ajanları ile Engellenmesi 

Sandviç yapısının oluşması sırasında Fe3O4@Au ile Au NP’ler etkileşimi dışında meydana 

gelebilecek diğer nonspesifik bağlanmaların engellenmesi için bu partiküllerin yüzeylerinde 

açıkta kalan grupların bloklama ajanları ile kapatılması gerekmektedir. Çalışma kapsamında 

bloklama ajanı olarak %10 etanolamin-4 mg/mL D-alanin karışımı kullanılmıştır. 

Etanolamin/D-alanin çözeltileri hazırlandıktan sonra 500’er μL modifiye Fe3O4@Au ve Au 

NP’e eklenir. Çalkalayıcıda 1 saat boyunca etkileşmeleri sağlanır. Süre sonunda yıkama işlemi 

PBS (pH 7.40) tamponu ile Fe3O4@Au NP için 3 defa, Au NP için 2 defa tekrarlanmıştır [85]. 

4.4.6. Fe3O4@Au NP’lerin Protein ile Etkileştirilmesi 

Modifikasyon sonrası yüzeyi antikor ile kaplanmış Fe3O4@Au NP’ler beş ayrı Eppendorf tüpte 

farklı derişimlerdeki (~ 0.4, 2, 10, 50, 250 IU/L) insan LH standartları ile etkileşmesi 

sağlanmıştır. Tüplerin ağzı iyice kapatıldıktan sonra oda sıcaklığında 1 saat süreyle 

çalkalayıcıda inkübe edilmiştir. Bu sayede hedef proteinin LH antikor uçlarına bağlanmaları 

sağlanmıştır. Çalkalama işleminin sonunda NP’ler 3 defa PBS (pH 7.40) tamponu ile mıknatıs 

yardımıyla yıkanarak bağlanmayan hLH’larının uzaklaştırılması sağlanmıştır. 

4.5. Optimizasyon Çalışmaları 

4.5.1. Raman Mikroskopu Objektifinin Optimizasyonu 

Mikroskop objektifi, mikroskopik sistemlerde çok önemli bir rol oynar ve iki fonksiyona 

sahiptir: lazerle numuneyi taramak ve numuneden üretilen Raman sinyalini toplamak. Bu 
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nedenle, sinyalin yüksek bir transmitansının elde edilmesi için iyi bir hizalamanın yapılması 

gerekmektedir. Raman konfokal mikroskopunun çözünürlüğünün arttırılması ve penetrasyon 

derinliği mikroskop objektifinin çalışma mesafesiyle sağlanır. Objektifin iyi bir sapma değerinin 

düzeltmesini sağlamak için, objektifin çalışma mesafesinin yanı sıra, ortamın kırma indisi (n) 

de kesinlikle dikkate alınmalıdır. Ayrıca, mikroçip ile objektif merceğinin aşınmasını önlemek 

için, uzun çalışma mesafesi hedefi de dikkate alınmalıdır. 

Objektif optimizasyon çalışması kapsamında; Raman mikroskop 785 nm lazer kaynağı, yaklaşık 

30 μm lazer spot alanı, 150 mW lazer gücü ve 45 saniye veri toplama süresi olarak ilgili 

parametreler ayarlanmıştır. 

   

Şekil 4.10. Raman spektroskopisi ile mikroçipten ölçüm alınması ve mikroçipin son odacığına 

odaklı Raman mikroskopunun 10X objektifi 

Lazer ışınının odaklanması ve dağınık ışığın toplanması için 10X/0.25, 20X/0.40 ve 

50X/0.75’lik mikroskop objektifleri optimize edilmiştir. Sandviç yapının oluşumu için stoktan 

alınan 500 μL süspanse Fe3O4@Au NP ve Au NP modifiye edilmiştir. Derişimi  ~ 20 μg/mL 

hLH antikoru, 50 μL kadar modifiye NP’ler ile etkileştirilip son hacim 250 μL’ye 

tamamlanmıştır. Son olarak yine 50 μL, 2 IU/L derişiminde hLH hormonu, yüzeyinde antikor 

bulunan Fe3O4@Au NP ile etkileştirilip son hacim 100 μL’ye tamamlanmıştır. 
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Şekil 4.11. Farklı Raman mikroskopu objektiflerinden alınan SERS spektrumları 

Mikroçipin son odacığının deliğine lazer ışının odaklanması ile 4-ATP’den gelen SERS 

sinyalleri ölçülmüştür. En yüksek SERS sinyal şiddeti 10X/0.25 objektifi ile elde edilmiştir. 

4.5.2. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu 

Nanopartiküllerin modifikasyonu için başlıca kullanılan; 11-MUA, 4-ATP, EDC/NHS ve 

Etanolamin/D-Alanin çözeltileri, antikor derişimi, PBS/MES yıkama tamponu daha önce 

yapılan benzer çalışmalada optimize edilmiştir. Bu nedenle zamandan, maddeden, özellikle de 

antikor miktarından tasarruf etmek için önceden kullanılan optimize değerler esas alınmıştır. 

4.5.2.1. Fe3O4@Au NP Miktarının Optimizasyonu 

Fe3O4@Au Partikül Sayısının Hesaplanması 

Eppendorf tüp ağırlığı =  1.1089 g 

Eppendorf tüp ağırlığı +  kurutulmuş süspanse Fe@Au NP′lerin ağırlığı =  1.1133 g  

Fe3O4@Au NP′lerin ağırlığı = 4.4 × 10-3 g = 4.4 mg 

Fe3O4@Au NP’lerin hazırlanması için kullanılan Fe miktarı = 5 mg 

Partikül kayıp miktarı = 0.6 mg  
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Vpartikül =  
4

3
 πr2            r = 6nm 

Vpartikül = 904.78 nm3 

ρ Fe3O4@Au = 5.17 × 10-21 g/nm3 

Vtoplam = 8.5106 × 1017 nm3  

Partikül sayısı
5 mL

⁄  =  
Vtoplam

Vpartikül
 

Partikül sayısı
5 mL

⁄  = 9.4 × 1014 

Sentezlenen Fe3O4@Au NP vialler içinde 5 mL deiyonize suda muhafaza edilmiştir. 

Modifikasyonları Eppendorf tüpte yapılmıştır ve mikroçipe aktarılmadan önce hafif 

çalkalayarak homojen dağılımları sağlanmıştır ve yaklaşık 10 μL’si çipte kullanılmıştır. Sandviç 

yapının sağlam bir şekilde oluşumunu sağlamak amacıyla Fe3O4@Au partikül miktarını ve buna 

paralel olarak partikül sayısını optimize etmek gerekmektedir. Optimizasyon için stok 5 mL’lik 

Fe3O4@Au NP’lerinden sırasıyla 100, 150, 200 ve 250 μL ayrı Eppendorf tüplerine aktarılmıştır 

ve son hacimleri deiyonize su ile 250 μL’ye tamamlanmıştır. Prosedüre uygun olarak yıkamaları 

ve modifikasyonları tamamlanmıştır. Son olarak; partiküller 50 μL hLH antikoru ile etkileştirilip 

paralel bir şekilde her bir Eppendorf tüpünün son hacmi 250 μL’ye tamamlanmıştır. Aynı 

şekilde 50 μL hedef protein hLH (50 IU/L) ile etkileştirip son hacim 250 μL’ye tamamlanmıştır.  
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Şekil 4.12. Sandviç yapının oluşumu için farklı miktarlarda modifiye edilen Fe3O4@Au 

NP’lerden kaydedilen SERS sinyalleri 

Elde edilen verilerin sonucunda, Fe3O4@Au NP’lerin miktarı arttıkça SERS sinyallerinde de bir 

arttış gözlemlenmiştir. Ancak 200 μL ile 250 μL arasında önemli düzeyde bir fark olmadığı 

saptanmıştır. Homojen sandviç yapının oluşumu için, başlangıçta modifiye edilecek optimum 

Fe3O4@Au NP miktarı 200 μL olarak belirlenmiştir. Fe3O4@Au NP’lerin mevcut aralıklarda 

optimize edilmesinin başlıca sebebi; daha düşük miktarların sandviç yapının oluşumuna 

yetmemesi, daha yüksek miktarların ise mikroç vanasının tıkanmasına sebep olmasıdır. 

4.5.2.2. Altın Nanoçubuk ve Küresel Altın Nanopartikül Miktarının Optimizasyonu 

Sentezlenen altın NP vialler içinde 5 mL deiyonize suda muhafaza edilmiştir. Modifikasyonları 

Eppendorf tüpte yapılmıştır ve mikroçipe aktarılmadan önce hafif çalkalayarak homojen 

dağılımları sağlanmıştır ve yaklaşık 10 μL’si çipte kullanılmıştır. Sandviç yapının sağlam bir 

şekilde oluşması ve 4-ATP’nin SERS sinyallerinin düzgün alınması için altın NP mikarı oldukça 

önemlidir. Optimizasyon için stok 5 mL’lik altın NP’lerinden sırasıyla 150, 250, 500 ve 750 μL 

ayrı Eppendorf tüplerine aktarılmıştır ve son hacimleri deiyonize su ile 750 μL’ye 

tamamlanmıştır. Prosedüre uygun olarak yıkamalar ve modifikasyonlar tamamlanmıştır. Son 

olarak; partiküller 50 μL hLH antikoru ile etkileştirilip paralel bir şekilde her bir Eppendorf 

tüpünün son hacmi 250 μL’ye tamamlanmıştır. 
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Şekil 4.13. Sandviç yapının oluşumu için farklı miktarlarda modifiye edilen Au 

nanoçubuklardan kaydedilen SERS sinyalleri 

Elde edilen verilerin sonucunda, Au NP’lerin miktarı arttıkça SERS sinyallerinde de bir arttış 

gözlemlenmiştir. Ancak 500 μL ile 750 μL arasında önemli düzeyde bir fark olmadığı 

saptanmıştır. Homojen sandviç yapının oluşumu için, başlangıçta modifiye edilecek optimum 

Au NP miktarı 500 μL olarak belirlenmiştir. Au NP’lerin yüksek aralıklarda optimize 

edilmesinin başlıca sebebi; Fe3O4@Au NP’ün yapısal olarak daha yoğun olmasından dolayı 4-

ATP’nin SERS sinyal takibini zorlaştırmasıdır. 

4.5.2.3. Altın Nanoçubuklar/Nanoküreler Kullanılarak Elde Edilen SERS Sinyalleri 

Literatüre bakıldığında altın NP’lerin yapısı SERS sinyallerini etkilemektedir; Yüzey alanının 

büyümesi ile SERS sinyalleri artmaktadır. Bu çalışma kapsamında altın nanoçubuklar ve küresel 

altın NP sentezlenmiştir [83]. Bu doğrultuda istenilen Au nanoçubukların her zaman aynı yapıda 

sentezlenmesi güç olmuştur. SERS sinyalinin ne kadar etkilendiğini saptamak amacıyla her iki 

yapıdaki Au NP ile immünoanaliz sistemi oluşturulmuştur. 

SERS sinyal verilerine göre, Au nanoçubuk kullanıldığında daha yüksek şiddette sinyal elde 

edilmesine rağmen önemli bir ölçüde fark olmadığı gözlemlenmiştir. Bunun sonucunda çalışma 

kapsamında her iki yapıdaki Au NP kullanılmıştır. 
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Şekil 4.14. İmmunoanaliz yönteminde homojen sandviç yapısının küresel Au nanopartiküller 

ve Au nanoçubuklar kullanılarak oluşturulması sırasında kaydedilen SERS sinyalleri 

4.5.2.4. NP ile Etkileşen Antikor ve Protein Miktarının Optimizasyonu 

Optimize edilen değerlerde stoktan 200 μL Fe3O4@Au ve 500 μL Au NP’lerin yıkama ve 

modifikasyon işlemleri tamamlanmıştır. Fe3O4@Au ve Au NP ile etkileşecek antikor (~ 20 

μg/mL)  miktarı için sırasıyla; 50, 75, 100, 125 μL hLH antikoru NP ile etkileştirilmiştir ve son 

hacim 250 μL’ye tamamlanmıştır.  
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Şekil 4.15. Sandviç yapının oluşumu için farklı miktarlarda antikor ile etkileşen NP’lerden elde 

edilen SERS sinyalleri 
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Optimizasyon verilerine göre antikor miktarı arttıkça SERS sinyalleri de artmaktadır, ancak 100 

μL’den sonra önemli düzeyde bir artış gözlemlenmemiştir. Antikor maaliyetini de göz önünde 

bulundurarak homojen sandviç yapının oluşumu için NP ile etkileşecek optimum antikor mikarı 

100 μL olarak belirlenmiştir. Bu değerden yola çıkarak antikor-antijen bağlanması 

gerçekleşeceğinden LH-Ab ile aynı miktarda hLH kullanılmıştır. 

4.6. Tasarlanan İmmunoanaliz Sistemin Kontrolü 

4.6.1. Antikor Kullanılmadan Yapılan Nonspesifik Deneme 

Spesifik olarak proteinin NP’lerin yüzeyine modifiye edilen antikorlara bağlanması dışında, 

süspansyonda doğrudan çıplak NP’lerin yüzeyine bağlanması da olası bir durumdur. Spesifik 

olmayan etkileşimlerin meydana gelmesi ve bu partiküllerin mikroçipin son odacığına taşınması 

SERS sinyallerine olumsuz etki sağlayacaktır. SERS sinyaline etkisini incelemek için optimize 

edilen değerlerde NP’ler kullanılmıştır. Yine optimize edilen değerlerde antikor (~ 20 μg/mL) 

ve protein (10 IU/L) kullanılmıştır. Deney aynı koşullarda üç kez tekrarlanmıştır. 
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Şekil 4.16. Modifikasyon aşamasında NP’lerin yüzeyine antikor bağlanması ve antikor 

kullanılmadan elde edilen SERS spektrumlarının incelenmesi 
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Alınan SERS sinyalleri incelendiğinde; gözlenen sinyal ile kör sinyal arasında anlamlı bir fark 

olmadığını, bu da hLH antikor olmaksızın spesifik olmayan bağlanmalar yapmayıp homojen 

sandviç yapıyı oluşturmadığını göstermiştir. 

4.6.2. Antikor Seçiciliğinin Test Edilmesi 

hLH iki polipeptid bağ; α ve β epitoplarına sahiptir. hLH’ın α eptitopu hCG, hFSH, hTSH gibi 

moleküller ile benzerdir.  β epitopu ise hLH’ın biyolojik ve fizyolojik özelliklerini belirleyendir. 

Tasarlanan immünoanaliz sisteminde ortamdan hedef proteini yakalayabilmek için hLH özgü 

antikor kullanılmalıdır. Antikorun hLH seçiciliğini kontrol etmek amacıyla insan serumu 

matriksinde bulunan benzer epitoplara sahip proteinler (hCG, IgG, hGH) ile deneme yapılmıştır. 

PBS tamponu içerisinde 0.5 mg/mL IgG ve hGH, bu derişime eşdeğer olarak 2 IU/L hCG ve 

hLH hazırlanmıştır. hLH tayini için tasarlanan aynı prosedür mevcut proteinler için de 

uygulanmıştır. 

 

Şekil 4.17. İmmunoanaliz yöntemin luteinizan hormona seçici olduğunu gösteren SERS 

spektrumu 
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Şekil 4.18. Aynı derişime sahip farklı proteinler ve kör çözelti ile yapılan denemeler sonucu 

elde edilen SERS sinyallerinin incelenmesi 

Analiz sonunda tüm proteinler için SERS sinyalleri kaydedilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre 

hLH ile aynı derişimdeki proteinlerin SERS sinyal şiddetleri kör sinyal ile yaklaşık değerlerde 

olduğu, hLH antikorunun spesifik olarak hLH tanıyabildiği ve diğer proteinlerin hLH tayininde 

girişim yapmadığı saptanmıştır. 

4.7. Kalibrasyon Grafiğinin Oluşturulması 

Optimizasyon çalışmaları tamamlandıktan sonra, kantitatif analiz amacıyla geliştirilen bu 

analitik metodun doğrusal çalışma aralığının belirlenmesi için kalibrasyon eğrisi 

oluşturulmuştur. Optimize edilen değerler doğrultusunda Fe3O4@Au ve Au NP’lerin 

modifikasyon ve yüzeylerine antikor immobilizasyon işlemleri tamamlanmıştır. Fe3O4@Au 

NP’ler ile etkileştirilecek hLH standartlarının derişimleri, biyolojik insan sıvılarında bulunması 

öngürülen değer aralıklarına uygun olarak kullanılmıştır.  

Her derişim için immünoanaliz yöntem aşamalarına uygun olarak mikroçipte ‘Fe3O4@Au NP – 

LH – Au NP’ konjugatları ile sandviç yapısı oluşturulmuştur. hLH standart çözeltileri 0.4, 2, 10, 

50 ve 250 IU/L değişen aralıklarda stok çözeltilerden hazırlanmıştır ve kullanılan 

dilüsyonlardan SERS spektrumları elde edilmiştir. Raman etiketi olarak kullanılan 4-ATP’nin 

1086 cm-1’deki C-S grubuna ait bant şiddetlerinin, hLH derişimlerine karşılık gelen değerlerle 
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kalibrasyon grafiği oluşturulmuştur. Sonuç olarak, hazırlanan bu konsantrasyon aralıklarında 

doğrusal kalibrasyon grafiği (R2 = 0.9923) elde edilmiştir. 

 

Şekil 4.19. Homojen sandviç sisteminde farklı hLH derişimlerinde elde edilen SERS 

spektrumları   

 

Şekil 4.20. Homojen sandviç sisteminde farklı hLH derişimlerinde elde edilen kalibrasyon 

grafiği (R² = 0.9923, y = 14326x+ 20906) 

y = 14326x + 20906
R² = 0.9923
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4.8. Yöntemin Biorad Orijinli Kontrol Serum Örneklerine Uygulanması 

Yöntemin gerçek örnek denemelerinde de geçerli olduğunu göstermek için 96 farklı analit 

içeren biorad orijinli kontrol serum örneklerine (Seviye 2) hLH standartları ‘spike’ edilmiştir. 

Biorad orijinli kontrol serum örneği ticari flakon kapları içerisinde stabilitenin arttırılması 

amacıyla liyofilize formda bulunmaktadır. Kullanma prosedürüne uygun olarak 5 mL deiyonize 

su eklenmiştir ve 35°C’ye kadar ısıtılarak 15 dakika hafif çalkalanmıştır. Kontrol serum çözeltisi 

homojen hale geldikten sonra altı farklı Eppendorf tüp içerisine 500’er μL eklenmilştir ve 

sırasıyla 250 μL hLH starndartları (0.4, 2, 10, 50 ve 250 IU/L) ile etkileştirilmiştir. Her derişim 

için immünoanaliz yöntem aşamalarına uygun olarak mikroçipte ‘Fe3O4@Au NP – LH – Au 

NP’ konjugatları ile sandviç yapısı oluşturulmuştur. Raman etiketi olarak kullanılan 4-ATP’nin 

1086 cm-1’deki C-S grubuna ait bant şiddetlerinin, hLH derişimlerine karşılık gelen değerlerle 

kalibrasyon grafiği oluşturulmuştur. Sonuç olarak, hazırlanan bu konsantrasyon aralıklarında 

doğrusal kalibrasyon grafiği (R2 = 0.9942) elde edilmiştir. 

 

Şekil 4.21. Homojen sandviç sisteminde farklı derişimlerde hLH içeren biorad orijinli kontrol 

serum örneklerinden elde edilen SERS spektrumları 
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Şekil 4. 22. Homojen sandviç sisteminde farklı derişimlerde hLH içeren biorad orijinli kontrol 

serum örneklerinden elde edilen kalibrasyon grafiği (R² = 0.9942, y = 13487x + 13374) 

4.9. Validasyon Deneyleri 

Endojen ve rekombinant hLH ayrımını gösterebilmek için üç farklı derişimde (Seviye 1, 2 ve 3 

için sırasıyla hLH derişimi; 1.5, 2.5, 5 IU/L) hLH içeren biorad orijinli kontrol serum örnekleri 

kullanılmıştır. Örnekler iki kısma ayrılmıştır; ilk kısmı doğrudan analiz edilmiştir, ikinci kısmı 

ise 2 IU/L hLH ile etkileştirilip analiz edilmiştir. SERS spektrumları incelendiğinde hLH (2 

IU/L) içeren örneklerin SERS şiddetlerinin, kör olarak kullanılan kontrol serumlarından daha 

yüksek olduğu, bunun sonucunda geliştirilen yöntemin hedef analiti tanımakta seçici ve hassas 

olduğu gösterilmiştir. 

y = 13487x + 13374
R² = 0.9942

0

10000

20000

30000

40000

50000

-1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

SE
R

S
Şi

d
d

et
i (

a.
u

.)

log hLH Derişimleri (IU/L)



50 

 

 

Şekil 4.23. Homojen sandviç sisteminin seçiciliğini gösteren SERS spektrumlarının analizi 

Validasyon çalışması kapsamında yöntemin seçiciliği, tespit limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), 

doğruluğu ve geri kazanım değerleri tespit edilmiştir. Tespit limiti ve tayin limiti değerlerinin 

hesaplanması için 0-250 IU/L arasında hLH içeren biorad orijinli kontrol serum örneklerinden 

elde edilen kalibrasyon eğrisinin regresyon eşitliği kullanılmıştır. IUPAC’a göre LOD ve LOQ 

değerleri aşağıdaki eşitlikten hesaplanmıştır; 

LOD =
k1 × sb

b
, LOD =

k1 × sb

b
 

b = kalibrasyon doğrusunun eğimi, sb = regresyon bağımsız teriminin standart sapması, k1 ve 

k2 sırasıyla yaklaşık olarak 3.3 ve 10’dur. Hesaplanan LOD ve LOQ değerleri çizelge 3.1’de 

gösterilmiştir. 
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Çizelge 4.1. Homojen sandviç sisteminin biorad orijinli kontrol serum örneklerinden elde edilen 

regresyon eşitliğinden hesaplanan LOD ve LOQ değerleri 

Homojen Sandviç Sistemi 

Regresyon Eşitliği y = 13487x + 13374 

LOD (IU/L) 0.036 

LOQ (IU/L) 0.1108 

Yöntemin doğruluğunu ve geri kazanım değerlerini hesaplamak için 0.4, 2 ve 10 IU/L 

derişimlerinde hLH, biorad orijinli kontrol serum örneklerine eklenmiştir. Üç gün aynı 

koşullarda analiz tekrar edilmiştir. Biorad orijinli kontrol serum örnekleri ile elde edilen 

kalibrasyon eğrisinin regresyon eşitliği kullanılarak aşağıdaki değerler hesaplanmıştır; 

Çizelge 4.2. Biorad orijinli kontrol serum örneklerinden elde edilen geri kazanım değerleri ve 

geliştirilen immünoanaliz yöntemin doğruluğu  

Homojen Sandviç Sistemi 

Konsantrasyon 

(IU/L) 

Bulunan 

(IU/L) 

Geri Kazanım 

(%) 

Doğruluk 

(%) 

RSD 

(%) 

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. SONUÇ VE TARTIŞMA 

Biyomoleküllerin hızlı bir şekilde analiz edilmesi ve tanımlanması son zamanlarda önemli bir 

araştırma konusu olarak ele alınmaktadır. Biyomoleküllerin alt sınıfında yer alan LH tespiti için 

bu çalışma kapsamında düşük tayin sınırı, yüksek hassasiyet ve yüksek seçiciliğe sahip alternatif 

bir tayin yöntemi geliştirilmiştir. Kompleks insan serumu matriksinden hLH’ın tespiti için 

minyatürize sistem, immünomanyetik ayırma ve optik ölçüm tekniği değerlendirilmiştir. 

Minyatürize düzenek olarak poli (metil metakrilat) tabanlı mikroçip kullanılmıştır. 

İmmünomanyetik ayrımın mikroçipin içinde gerçekleşmesi için homojen sandviç yapısı 

oluşturulmuştur. Homojen sandviç yapısının oluşumu için ilk olarak altın kaplı demir NP’ler ve 

altın NP’ler sentezlenmiş ve karakterize edilmiştir. Karakterizasyon çalışmaları TEM ve UV-

Vis Absorpsiyon spektroskopisi ile yapılmıştır. Au NP’lerin spektrumları incelendiğinde; çubuk 

yapısına sahip Au NP’lerin sahip olduğu ikinci plazmon bandı karakteristik bir banttır, daha 

uzun dalga boylarında görünür ve partiküllerin en/boy oranına bağlıdır. Bu sayede TEM 

mikrografı olmaksızın, farklı yapılara sahip NP tanımlanabilir. TEM mikrografı sayesinde 

sentezlenen NP’lerin dağılımları ve boyutları saptanmıştır. 

Modifikasyon çalışmaları sonucunda Fe@Au NP’lerin yüzeyi kovalent bir şekilde antikor ile 

kaplanmıştır. Au NP’ler ise öncellikle SERS aktif substrat 4-ATP ile kaplanmıştır, etiketleme 

işleminden sonra antikor ile bağlanmıştır. Antikor ile modifiye edilen Fe@Au NP’ler numune 

ile karıştırılmıştır ve hLH’ın analiz ortamından başarılı bir şekilde ayrılması sağlanmıştır. 

Sandviç yapının tamamlanması için ortama 4-ATP etiketli Au NP’ler eklenerek SERS sinyalleri 

kaydedilmiştir. 

Nanopartiküllerin hazırlanması ve yüzey modifikasyonlarında kullanılan 11-MUA ve 

NHS/EDC miktarları, reaksiyon süresi, antikor derişimi ve etkileşim süresi, spesifik olmayan 

bağlanmaların engellenmesi için bloklama ajanlarının kullanılması daha önce yapılan 

çalışmalarda optimize edildiğinden aynı değerler kullanılmıştır. Hedef proteinin yakalanması 

için mikroçipe enjekte edilecek Fe@Au NP ve Au NP miktarı, farklı yapıda Au NP’lerin etkisi, 

antikor miktarı, ölçüm aşamasında Raman mikroskopu objektifi gibi parametreler en ideal S/G 

oranını sağlayacak şekilde optimize edilmiştir.  

Lazer ışınının odaklanması ve dağınık ışığın toplanması için 10X/0.25, 20X/0.40 ve 

50X/0.75’lik mikroskop objektifleri optimize edilmiştir. Mikroçipin son odacığının deliğine 
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lazer ışının odaklanması ile 4-ATP’den gelen SERS sinyalleri ölçülmüştür. En yüksek SERS 

şiddeti 10X/0.25 objektifi ile elde edilmiştir. Literatüre bakıldığında Mondal S. ve arkadaşları 

lab-on-a-chip sistemleri üzerine yaptıkları çalışmada 10X objektifle mikroçip üzerinde 

odaklanan bir 470 nm mavi LED kaynağı kullanmışlardır [86]. 

Sandviç yapısının oluşumu sırasında, partiküllerin topaklanması sonucu mikroçipin kapiler 

bağlantılarını tıkanma sorunu dolayısıyla baç tipi sistemlerden farklılık göstermektedir. Bunu 

destekleyen literatür çalışmaları mevcuttur [84, 85]. Bu nedenle hazneye konulacak 

nanopartiküllerin miktarı optimize edilmiştir. Fe3O4@Au NP miktarının optimizasyonu için 

stok 5 mL’lik Fe3O4@Au NP’lerinden sırasıyla 100, 150, 200 ve 250 μL ayrı Eppendorf 

tüplerine aktarılmıştır ve son hacimleri deiyonize su ile 250 μL’ye tamamlanmıştır. Prosedüre 

uygun olarak yıkamaları ve modifikasyonları tamamlanmıştır. Son olarak; Partiküller 50 μL 

hLH antikoru ve hedef protein ile etkileştirilip her bir Eppendorf tüpünün son hacmi 250 μL’ye 

tamamlanmıştır. Optimize edilen hacimler sırasıyla, 1.88 x 103, 2.82 x 103, 3.76 x 103 ve 4.7 x 

103 partikül sayısına karşılık gelmektedir. Bunun sonucunda Şekil 4.5’te gösterildiği gibi 

başlangıçta modifiye edilecek optimum Fe3O4@Au NP miktarı 200 μL yani 3.76 x 103 partikül 

olarak belirlenmiştir. Yıkamalardaki kayıplar ihmal edildiğinden mikroçipe enjekte edilen 

Fe@Au NP miktarı yaklaşık olarak 150’dir. 

Sandviç yapının sağlam bir şekilde oluşması ve 4-ATP’nin SERS sinyallerinin düzgün alınması 

için altın NP mikarı oldukça önemlidir. Optimizasyon için stok 5 mL’lik altın NP’lerinden 

sırasıyla 150, 250, 500 ve 750 μL ayrı Eppendorf tüplerine aktarılmıştır ve prosedüre uygun 

olarak yıkamaları ve modifikasyonları tamamlanmıştır. Son olarak; Partiküller 50 μL hLH 

antikoru ile etkileştirilip paralel bir şekilde her bir Eppendorf tüpünün son hacmi 250 μL’ye 

tamamlanmıştır. Bunun sonucunda Şekil 4.6’da gösterildiği gibi başlangıçta modifiye edilecek 

optimum Au NP miktarı 500 μL olarak belirlenmiştir. 

SERS sinyalinin ne kadar etkilendiğini saptamak amacıyla küresel ve çubuk yapıda Au NP ile 

immünoanaliz sistemi oluşturulmuştur. Literatüre bakıldığında altın NP’lerin yapısı SERS 

sinyallerini etkilemektedir; yüzey alanının büyümesi ile SERS sinyalleri artmaktadır. Yazgan 

N.N. ve arkadaşları proteolitik enzim aktivitesini ölçmek için yaptıkları çalışmada Au 

nanoçubuklardan elde ettikleri SERS sinyal şiddetlerinin küresel yapıdaki Au NP’lerden daha 

yüksek olduğunu saptamışlardır [83]. Bu çalışma kapsamındaki SERS sinyal verilerine göre; 
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Au nanoçubuk kullanıldığında daha yüksek şiddette sinyal elde edilmesine rağmen önemli bir 

fark olmadığı gözlemlenmiştir (Şekil 4.7). Bunun sonucunda çalışma kapsamında her iki 

yapıdaki Au NP kullanılmıştır. 

Çalışmanın en önemli dezavantajları antikor maaliyetinin yüksek olmasıdır. İsraftan kaçınmak 

amacıyla antikor derişimi literatürü destekler şekilde ~ 20 μg/mL olarak kullanılmıştır [85]. 

Çalışma kapsamında NP’ler ile etkileşecek antikor miktarı optimize edilmiştir. Fe3O4@Au ve 

Au NP ile etkileşecek antikor (~ 20 μg/mL)  miktarı için sırasıyla; 50, 75, 100, 125 μL hLH 

antikoru NP’ler ile etkileştirilmiştir ve son hacim 250 μL’ye tamamlanmıştır. Antikor 

maaliyetini de göz önünde bulundurarak homojen sandviç yapının oluşumu için NP ile 

etkileşecek optimum antikor mikarı 100 μL olarak belirlenmiştir (Şekil 4.8). Bu değerden yola 

çıkarak antikor-antijen bağlanması gerçekleşeceğinden LH-Ab ile aynı miktarda hLH 

kullanılmıştır.  

Optimizasyon çalışmaları tamamlandığında etiket olarak kullanılan 4-ATP’nin 1086 cm-1’deki 

C-S grubuna ait sinyal şiddetlerinin artan hLH derişimlerine (0.4, 2, 10, 50 ve 250 IU/L) karşılık 

gelen değerleri kullanarak kalibrasyon grafiği oluşturulmuştur. Sonuç olarak, hazırlanan bu 

konsantrasyon aralıklarında doğrusal kalibrasyon grafiği (R2 = 0.9923) elde edilmiştir. 

Literatür çalışmalarına bakıldığında kalibrasyon eğrileri genelde standart analit örnekleri için 

oluşturulmuştur ve hesaplamalar bu eğriler üzerinden yapılmıştır [87]. Çalışmamızda ise 

yöntemin gerçek örnek denemelerinde geçerli olduğunu göstermek için 96 farklı analit içeren 

biorad orijinli kontrol serum örneklerine hLH standartları ‘spike’ edilmiştir. Sonuç olarak, 

hazırlanan 0.4, 2, 10, 50 ve 250 IU/L konsantrasyonlar için doğrusal kalibrasyon grafiği (R2 = 

0.9942) elde edilmiştir. Geliştirilen yöntemin biorad orijinli kontrol serum örneklerinden ve 

standart çözeltilerden elde edilen SERS sinyal şiddetleri karşılaştırıldığında, serum 

örneklerinden elde dilen SERS şiddetlerinin daha düşük olduğu bulunmuştur, bu da gerçek 

örneklerle yapılan analizlerde beklenen bir sonuçtur. Validasyon verilerinin hesaplanması için 

biorad orijinli kontrol serum örneklerinden elde edilen regresyon eşitliği kullanılmıştır. 

Yöntemin LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 0.0365 IU/L ve 0.1108 IU/L olarak bulunmuştur. 

hLH tayini için çalışmamızda geliştirilen yöntemin literatür taraması sonucunda diğer 

çalışmalardan elde edilen LOD değerlerinin karşılaştırılması yapılmıştır (Çizelge 5.1). 
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Çizelge 5.1. LH tayini için geliştirilen yöntemlerin LOD değerlerine göre karşılaştırılması 

Analitik Metod LOD 

CL immunoassay 

ECL immunoassay 

NP etiketli immunoassay 

TSH-nanoarray çip 

Manyetik CL enzim immunoassay 

UPLC–MS 

Sandviç immunoassay 

0.010 IU/L (5.93 fM) [88] 

0.100 IU/L (593 fM) [89] 

0.0012 IU/L (7.12 fM) [89] 

6.07 x 10-8 (360 zM) [89] 

0.2 IU/L (0.5–200 IU/L) [90] 

0.24 ng/L (0.36 ng/L) [91] 

0.036 IU/L (0.4–250 IU/L) 

CL, chemiluminescence; ECL, electrochemiluminescence 

Yöntemin doğruluğunu ve geri kazanım değerlerini hesaplamak için 0.4, 2 ve 10 IU/L 

derişimlerinde hLH, biorad orijinli kontrol serum örneklerine eklenmiştir. Üç gün aynı 

koşullarda analiz tekrar edilmiştir. Geri kazanım değerleri sırasıyla %90, %93.5 ve %96.3 olarak 

hesaplanmıştır. 

Geliştirilen bu yöntemde seçilen antikorun hLH’ı özgün bir şekilde bağlayabildiğini göstermek 

amacıyla insan serumu matriksinde bulunan benzer epitoplara sahip proteinler (hCG, IgG, hGH) 

şiddetleri kör sinyal ile yaklaşık değerlerde olduğu, hLH antikorunun spesifik olarak hLH’ı 

tanıyabildiğini ve diğer proteinlerin hLH tayininde girişim yapmadığı saptanmıştır. 

Endojen ve rekombinant hLH ayrımını gösterebilmek için, biorad orijinli insan serum örneğinin 

bir kısmı doğrudan analiz edilmiştir, ikinci kısmı ise 2 IU/L hLH ile etkileştirilip analiz 

edilmiştir. Elde edilen sonuçlarda; SERS  sinyal şiddetlerinin kullanılan kontrol serumlarından 

daha yüksek olduğu, bunun sonucunda geliştirilen yöntemin hedef analiti tanımakta seçici ve 

hassas olduğu gösterilmiştir. 

Çalışma kapsamında geliştirilen analiz yönteminin, günümüzde Doping kontrol analizlerinde 

kullanılan tekniklere kıyasen daha hassas, seçici, hızlı ve düşük maliyetli olduğu gösterilmiştir. 

Günümüzde yaygın olarak kullanılan ELISA yönteminde enzim etiketli antikorlar ve ikincil 

antikorların kullanılması, florometrik yöntemlerde floresans etiketli antikorların kullanılması, 

maaliyet olarak bu çalışmada kullanılan saf monoklonal fare antikorlarından daha yüksek 

olmaları çalışmamıza büyük bir avantaj sağlamaktadır.  



56 

 

Doping kontrol merkezlerinde protein analizleri için kullanılan LC-MS, ELISA ve jel 

elektroforez (SDS-PAGE, IEF-PAGE ve SAR-PAGE) teknikleri  oldukça fazla kimyasal ve 

analitik süreç gerektirir.  

Jel elektroforez tekniğinde; Yaklaşık 10 mL’lik numuneler 100 μL’ye konsantre edilir. 

Kullanılacak PVDF membranları önişlemlere tabii tutulur. Ticari jellerden (%10’luk) yürütme 

işleminin tamamlanması için yaklaşık 3 saat bekleme süresi gereklidir. Semi-Dry Blotting 

tekniği ile jelden membrana görüntü aktarımının sağlanması için yaklaşık 1saat bekleme süresi 

gereklidir. Bir sonraki aşamada ikinci membrana görüntü aktarımının sağlanması için aynı 

adımlar tekrarlanır. BlotCycler cihazında görüntünün aktarıldığı membranlar önce birincil 

antikorla etkileştirilir, ardından bir gece boyunca ikincil antikor  ve Streptavidin HRP ile 

etkileştirilir. Son olarak CCD kamera görüntüsü alınır. Analiz iki gün içinde tamamlanır.  

Sunulan bu çalışma kapsamında geliştirilen yöntemde; sentezlenen nanopartiküllerin modifiye 

halde hazır bulundurulmaları taktirde antikor ile modifiye edilmiş nanopartiküllerin sahip 

olduğu yüksek seçicilikten dolayı hedef analiti tanıyarak tek basamakta (yaklaşık 1saat bekleme 

süresi) oldukça düşük miktarlarda (0.4 IU/L) LH’ı insan sıvısı matriksinden 

uzaklaştırabilmektedir. Bu sayede ön hazırlama, önzenginleştirme ve immünopürifikasyon 

aşamalarına ihtiyaç duyulmamaktadır. Pasif mikroçip içinde sandviç yapısının oluşumu ve 

SERS tekniği ile ölçümlerin kaydedilmesi yaklaşık 20 dakika kadar bir süre gerektirir. Analiz 

iki saatten daha az bir zaman içerisinde tamamlanır.  

Elde edilen sonuçlar doğrultusunda, bu çalışmanın ileride ticari olarak üretilebilecek pasif 

mikroçiplerin uygulanması için bir platform oluşturduğunu ve Doping analizlerinde LH tayini 

için alternatif bir yöntem olarak uygulanabileceğini öngörmekteyiz. 
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