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OZET

Toplam protein miktarinin belirlenmesi yasam bilimleri igin onemli bir analitik
konudur. Sutteki toplam protein miktarinin belirlenmesi gida kalitesi tespitinde 6n
plana g¢ikarken, idrar ve kandaki toplam protein miktarinin belirlenmesi hastaliklarin
teshisinde onem kazanmaktadir. Her alanda tercih edilen yontemler farkhlik
gOstermektedir, bu yluzden her ¢calismada kullanilabilecek hassas hizli ve basit bir
yontemin geligtiriimesi Uzerinde c¢algiimistir. Bu tez kapsamda ylzeyde
guclendiriimis Raman sacilmasi (Surface-enhanced Raman Spectroscopy, SERS)
kullanilarak toplam protein tayini ile gergeklestiriimesi hedeflenmistir. Bu amacla iki
farkli analitik yaklasim gelistirilmistir. ilk olarak klik kimyasi temelli toplam protein
tayini amagclanmigtir. Bunun icin azid modifiye silikon yilizeyler ve nanokureler ile
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB)-alkin modifiye nanopartikiller hazirlanarak
heterojen ve homojen analiz sistemleri kurulmustur. Bu sistemlerde ortama eklenen
biuret reaktifi Uzerine protein standardi eklendiginde partikil ve ylzey/partikil
arasinda klik kimyasi reaksiyonu gerceklesmis ve protein konsantrasyonuna paralel
DTNB etiketinin SERS sinyali izlenmistir. ikinci tayin stratejisinde ise o-fitalaldehit
(OPA) molekull ile toplam protein miktari tayini nanogubuklar kullanilarak
yapilmistir. Tamamlanmigs OPA reaktifi sadece amin gruplarina spesifik olarak
baglanmaktadir. Artan protein miktarinin derigsimine paralel OPA molekulinin
spektral bant intensiteleri kullanilarak dogrusal kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
Geligtirilen her iki yontemde protein standardi olarak bovin serum albumin (BSA)
kullaniimistir. Gergek 6rnek olarak sut numuneleri seyreltme islemi yapilarak analiz
yontemlerinde denenmistir.
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ABSTRACT

The quantitative determination of total protein is an important analytical task for the
life sciences. Especially, accurate quantification of total proteins of milk has
importance in many applications, ranging from food quality to diagnosis of diseases.
In this scope, the determination of total protein using Surface enhanced Raman
Spectrocopy (SERS) is proposed. For this purpose, two different methods were
developed. Firstly, we prepared azide modified silica surfaces/particles and 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB)-alkyne modified gold nanorod particles to
perform both a heterogen assay and a homogen assay. In these assays, biuret
reagent added to the medium to occur the click reaction between the patrticles in the
presence of protein. The protein concentration was monitored in a paralel signal
ratio of DTNB tag. In the second method, o-phthalaldehyde (OPA) used to quantify
total protein using nanoparticles. Completed OPA reagent binds specifically only to
amine groups of proteins. Proportional to the increasing amount of protein
concentration, OPA molecules spectral band intensity were monitored and linear
calibration graph was obtained. In developed methods, bovine serum albumine
(BSA) was used as protein standard and as a real sample, milk was tested only by
dilution.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullaniimig bazi simgeler ve kisaltmalar; agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklama

BCA Bikinkoninik Asit

SERS Yuzeyde Guglendiriimis Raman Spektroskopisi
OPA o-fitalaldehit

ME 2-merkaptoetanol

TEOS Tetraetil Ortosilikat

BSA Bovin Serum Albumin

CTAB Hekzadesiltrimetil-amonyum bromdir

TEOS Tetraetil Ortasilikat

DTNB 5,5-Ditiobis(2-Nitrobenzoik Asit

uv Ultra Violet



1. GIRIiS

Toplam protein miktarinin belirlenmesi kan, idrar gibi vucut sivilarinda hastalik
teshisi, enzim etkinligi ve gida kalitesinin belirlenmesi gibi temel bilim ve klinik
arastirmalarda 6nemlidir. Bu amagla gesitli tayin yontemleri gelistirilmistir. Bugune
kadar gelistirilen yontemlerin dezavantajlari mevcut oldugundan, butin bu

uygulamalarda kullanilabilecek tek bir protein 6lgme yontemi bulunmamaktadir.

Gunumuzde toplam protein miktarinin belirlenmesinde Biuret [1], Lowry [2], BCA
[3], ve Kjeldahl gibi geleneksel ydntemler siklikla kullaniimaktadir. Toplam protein
miktari deneylerinde hangi yoéntemin secilmesi hususunda numune matriksi ve
girisim yapan tirlerin etkisinden kaynaklanan problemler vardir. Ornegin, bakir
temelli Biuret ve BCA protein tayinlerinde analiz ortamdaki glukoz Cu*? iyonunu Cu**
iyonuna indirgeme yeteneginden dolay! girisim yapar. Bu konuda en eski tayin
yontemlerden biri olan Kjeldhal yonteminin temeli toplam azot miktarinin
belirlenmesine dayanir. Ancak proteinden gelmeyen azotun da tayin
edilebilmesinden dolayi, numunede yapilmis herhangi bir tahsis durumunda, toplam
protein miktari yanhs belirlenecektir. Ek olarak, Kjeldhal yontemi 6zel cihaz kurulum
gereksinimleri, analiz stresinin uzun olmasi ve fazla kimyasal atik olusumuna sebep

oldugundan klinik aragtirmalarda pratik bir uygulama dedgildir.

Gunumuze kadar kararhligini korumus yontemlerin her birinin teknik ihtiya¢ ve
uygulama alanina ait hassasiyet konularinda olumsuz ozellikleri vardir. Raman
spektroskopisi biyomolekillere zarar vermeyen ve yuksek hassasiyette sonucg
verebilen bir tekniktir. Bu 0zellikleriyle gerek spesifik protein tayinlerinde gerekse
toplam protein miktari belirlenmesinde 6nemli bir potansiyele sahiptir [4, 5]. Bu
amagcla diyabetik hastalarinda glisemik endeks belirleyen HbAlc proteinin tayinini
yuzeyde guclendiriimis rezonans Raman spektroskopisi teknigi kullanarak
gerceklestiriimis olup [6] , baska bir calismada ise gimus nanopartiktller ve SERS
teknigini kullanarak label-free protein tayini yapilmistir [7]. Yine benzer teknikle

coklu protein tayini amaciyla Western Blot ve SERS teknikleri bir araya getirilmistir

[8].



Belirtilen yontemler incelendiginde birbirinin tekrari sayilabilecek nitelikte spesifik bir
protein tdrindn tespitine yoénelik calismalar oldugu anlasiimaktadir. Raman
spektroskopisi kullanilarak toplam protein miktarinin tespiti Gzerine farkl denemeler
yapilmistir. Bu amagla st tozu bilesenlerinin miktarlari Raman spektroskopisi
yontemiyle incelenmigtir [9], daha sonra klasik Bradford [10], yonteminde kullanilan
Coomassie Brilliant Blue boyasini farkli derisimlerde protein c¢ozeltileri ile
karistirlimis ve gimus ylzeylere adsorbe ederek SERS olgumleri yapilmigtir [11].
Kolorimetrik yontemlerde tercih edilen boyalarin toplam protein tayininde Raman
spektroskopisi ile kullaniimasina ait bagka bir galisma ise Zincon kullanilarak
yapilmistir [12]. Bilinen klasik yontemlerden bicinchoninic acid (BCA) kullanarak
alkali ortamda protein varliginda indirgenen bakirin (Cu*), BCA ile olusturdugu

kompleksi hem rezonans Raman hem de SERRS teknigi kullanilarak galigiimistir.

Toplam protein miktarinin belirlenmesi amaciyla Raman spektroskopisi kullanilarak
geligtirilen bu yontemlerin, kullanilan reaktiflerin  etkilenebilecegi matriks
girisimlerinden dolay! olumsuz sonug¢ verme ihtimalleri vardir. Ayrica belirtildigi
Uzere gelistirilen yontemlerin gergcek orneklerde uygulanma potansiyelleri mevcut

ama etkin bir sekilde kullanimlari yoktur [6-8, 11, 12].

Yurutulen tez calismasi kapsaminda, toplam protein miktari tayini icin nanopartikul
tabanl iki yeni yontem gelistirilmigtir. Toplam protein miktari tayininde floresans
temelli teknikler de kullaniimaktadir ve o-phtalaldehyde (OPA) bu amacla
kullanilan bir molekuldir [13]. OPA molekiliniin 2-merkaptoetanol ile elde edilen
tamamlanmis ¢ozeltisindeki indirgenmis sulfidril gruplari proteinlerin primer amin
gruplariyla floresans yapilar meydana getirmektedir. Benzer strateji bu tez
c¢alismasinin ilk béliminde SERS oOlgumlerinde kullaniimistir. Tamamlanmis OPA
reaktif gozeltisinin proteinlerle olusturacagi yapidaki gruplarin Raman pikleri
gb6zlenebilmektedir. Altin nanogubuklarin yapiya dahil edilmesiyle olusacak farkl
konfiglrasyon sonucu SERS sinyalleri alinabilmektedir. Tamamlanmis OPA
reaktifi sadece amin gruplarina spesifik olarak baglanmaktadir. Baska bir
indirgeyici grup/deterjan tepkimeyi bozucu etki gosteremektedir, ve bdylece
geligtirilen analiz yonteminin tayin limitinin ve dogrulugunun yeterli olmasi
saglanmistir. Toplam protein miktarinin OPA reaktifi ile SERS teknigi kullanilarak

belirlenmesinde protein standardi olarak bovin serum albumin (BSA) kullaniimistir.



Artan BSA derisimine paralel OPA molekulinun spektral bant siddeti degerleri

arastiriimistir.

Tez calismasinin ikinci bolumunde ise matriste klik kimya [14] reaksiyonu
gerceklestirip etiket Uzerinden yuzeyde guglendiriimis Raman spektroskopisi
SERS kullanilarak, sutte toplam protein miktar tayini hedeflenmistir. Bu kapsamda
iki farkl analiz platformu insa edilmistir. ilk platformda heterojen sistem olarak
silikon cip ylizeyinin azid sonlu molekuller ile modifiye edilmigtir. Bu ylzeye protein
varliginda baglanacak alkin ve Raman etiket ile modifiye edilmis nanopartikullerin

hazirlanmistir.

ikinci toplam protein analiz platformu silikon gip yiizeyler yerine azid modifiye
manyetik nanopartikilleri, Raman etiket ve alkil modifiye altin nanogubuk
partikuller kullanarak homojen bir analiz platformunun insa edilmesi hedeflenmistir.
Her iki platformda da Cu(ll) iyonlari varliginda gergeklesecek klik kimya

reaksiyonlarinin Raman etiket Gzerinden olgumlerin alinmasi amaclanmistir.

Geligtirilen yontemle gercek ornek sut kullanarak toplam protein miktari tayin

edilerek test edilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Proteinler

Proteinler, karmasik yapili ve yliksek molekul agirlikli molekullerdir. Molekul
yapilarinda temel olarak karbon, hidrojen, oksijen ve azot bulunmaktadir.
Proteinlerin yapitaslari amino asitlerdir. En az yuz amino asit biriminin belirli bir
sira ile aralarinda peptit bagi olusturmasiyla polipeptid yapidaki proteinler

meydana gelir (Sekil 2.1).

\ Amino asit

COOH| /

Amino grup Karboksil grup

Sekil 2.1: Bir proteinin amino asit zincir modeli ile amino ve karboksil gruplari [15]

Aminoasitlerin asidik karakterli karboksil grubu ( -COOH ) ile bazik karakterli amino
(-NH2) grubu olmak Uzere iki adet igslevsel grubu vardir. Aminoasitler sahip
olduklari bu iki farkli grup ile ¢ézelti icerisinde hem asit hem de baz gibi etki
yapabilmektedir. Bu etki amfoter 6zellik olarak tanimlanmaktadir. Bir amino asit
molekuiltiinde notr pH degerinde, H iyonlari COOH grubundan NH2 grubuna gecer,
boyle bir durumda negatif yiik tasiyan COO- grubu ile pozitif yik tagiyan NH3*
grubu bir arada bulunmaktadir. Bu durumda hem pozitif hem negatif yuk iceren



iyonlar zwitteron iyonlar olarak adlandirilir ve bu pH degerine izoelektronik nokta

denir. Her amino asit igin izoelektronik nokta pH degeri o molekulle 6zgudur [16].
2.1.1. Sat Proteinleri

Sutun bileseni sut veren canlinin tirtine gore degismektedir. Ginumuizde siklikla
tiketilen inek sUtl genel olarak %87 oraninda su ve %13 oraninda kuru madde

icermektedir. inek sutuniin fiziksel-kimyasal durumu gizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1: inek siitiinin fiziksel-kimyasal durumu [15]

Ortalama Emulsiyon Kolloid Gergek
Bileseni % tipi solisyon/ cozelti
(yad/su) suispansiyon
Su 87.0
Yag 4.0 X
Proteinler 3.5 X
Laktoz 4.7 X
Kul 0.8 X

Sutln kimyasal yapisi yeni dogan memeliler igin yeterli bir besin kaynagidir, ayni
zamanda insan beslenmesinde temel bir gida kaynagidir. Ozellikle protein kaynagi
olarak tuketilen sut proteinin biyolojik degeri 1.0 Uzerinden yapilan

degerlendirmede 0.9 olup oldukga yiksektir [17, 18]

Kaliteli bir inek siitii % 3.0 — 3.5 arasinda protein icermektedir. inek siti proteinleri
kazein ve serum proteinleri basta olmak Gzere enzimler ve yag globulleri membran
proteinlerinden olusmaktadir. Tablo 2.2’de modern sistemdeki sut proteinlerinin

listesi verilmistir.



Cizelge 2.2: Sut proteini gesitleri ve derisimleri [15]

Sutteki Derisim (g/kg) % Toplam Protein (a/a)

Kazein
as1-kazein 10,0 30,6
asz2-kazein 2,6 8,0
B-kazein 10,1 30,8
K-kazein 3,3 10,1
Toplam Kazein 26,0 79,5

Serum Proteinleri

a-laktalbumin 1,2 3,7
B-laktoglobulin 3,2 9,8
Kan serum albumini 0,4 1,2
immunoglobulinler 0,7 2,1
Diger 0,8 2,4
Toplam Serum Proteini 6,3 19,3
Yag Membran Proteinleri 0,4 1,2
Toplam Protein 32,7 100

Temel olarak ¢ grup protein farkli davraniglari ve yapilari ile 6n plana
¢cikmaktadir. Bunlardan kazein toplam sut proteinlerinin yaklasik %80’ni olusturan
kazein, kazein miselleri ile sutte koloidal bir sistem olusturur. iyonize gruplarin ve
kazein molekiil i¢cindeki hidrofobik ve hidrofilik bolgelerin ¢oklugundan dolayi
kazeinler tarafindan olusturulan polimerik yapilar ¢cok 6zeldir. Kazein miseli a, 8 ve

K-kazein misellerinden olusan alt birimlerden meydana gelmektedir.

Sutte kazein proteinleri uzaklastirildigr zaman geriye kalan protein grubu serum
proteinleri veya peynir alti suyu proteinleri olarak isimlendirilir. Ozellikle a-

laktalbumin ve B-laktoglobulin en temel serum proteinleridir.

Esansiyel amino asit icerigi yuksek olan sit proteini, kaliteli protein olarak kabul
edilmekte ve besinlerdeki protein kalitesinin degerlendiriimesinde standart referans
olarak kullaniimaktadir [19].



2.2. Toplam Protein Tayini Yontemleri

Dogal kaynaklardaki protein miktarlarini belirlemek igin birgok yontem vardir. Bu
yontemler temel olarak proteinlerin bazi bilesiklerle verdigi reaksiyonlar temel
alinarak gelistirenler, proteinlerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini degerlendiren
metotlar ve proteinlerde bulunan toplam azot miktarinin dikkate alindigi yontemler
olmak Uzere U¢ ana baslikta toplanmaktadir. Yontemlerin sayica gokluguna ragmen,
genelde herhangi bir drnekteki protein miktarini en iyi saptayan ve istenen sonucu
veren bir yol yoktur. Ayrica her ornek i¢in farkh ydontem gerektiginden, toplam protein
tayini gunumuzde hala Uzerinde ¢aligilan bir konudur. Protein miktarini en iyi sekilde
saptayabilmek icin proteinin ve ornekteki diger bilesiklerin yapisina, deneyin
hassasiyetine gore yontem segilmektedir. Gida analizlerinde en ¢ok kullanilan

yontem klasik Kjeldahl yontemidir.

Spektrofotometrik yontemlerle toplam protein tayini hizli sonug¢ verme 6zelliginden
dolay! klinik analizler, biyokimya ve fizyoloji gibi birgok alanda kullaniimaktadir.
Kromatografik islemler sirasinda elUatlardaki proteinlerin bagil miktarlari dogrudan
280 nm’de absorbsiyon olgimune dayanan yontemle belirlenir [20]. Bu yontemin
hassasiyeti 0.05 — 2.0 mg/mL arasindadir. Cok duyarli olmamakla birlikte, kolayligi
ve hizli sonug vermesi nedeniyle ¢ok kullanilan bir tekniktir. Nicel tayinlerde en ¢ok
kullanilan yontemler, hassasiyeti 1 — 10 mg/mL arasinda olan Bilret yontemi ve
hassasiyeti 0.5 — 1.4 mg/mL arasinda olan Coomassie-Blue (Bradford) yontemidir.
Bunun yaninda Lowry ve Bicinchoninic Acid (BCA-Smith) yontemleri de
kullaniimaktadir. Yine spektrofotometrik olarak floresans spektroskopisi kullanilarak
gerceklestirilien OPA yodntemi ile diguk hassasiyette (0.01 — 0.50 mg/mL) toplam

protein miktari tayini yapiimaktadir.

2.2.1. Toplam azot miktari degerlendirilen yontemler

Azot miktarini temel alarak toplam protein miktarinin belirlendigi iki temel yontem
bulunmaktadir. Bunlar Dumas [21] ve Kjeldhal yontemleridir. GUnimuizde

uygulama alaninda tercih edilen ise daha ¢ok Kjeldhal yontemidir.

Kjeldahl yontemi




Bu yontem yuksek kesinlik ve tekrarlanabilir 6zelliklerinden dolayi hala bilinen en
dogru ve yaygin azot tayini yontemidir. Yontemin kesinligi fazla ve tekrarlanabilirligi
yuksektir. Fakat protein tayinini icerdigi azot miktarina gore yapar ve herhangi bir
tahsis sonucunda protein miktarinin yanlis belirlenmesine sebep olur. Analiz
sonucunda azot miktarindan proteine ge¢mek icin kullanilan Kjeldahl faktori
aminoasit dizilimleri farkindan dolayi her protein turt igin farkhdir. Kjeldahl yontemi

uzun zaman almaktadir ve atik konusunda gevreci bir yontem dedgildir [22].

Kjeldahl yontemi yikilama, distilasyon, titrasyon olmak Uzere uU¢ basamaktan
olusmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Kjeldhal yonteminin reaksiyonlari [23].

1. Yikilama basamaginda organik olarak baglh olan azot amonyum sillfata
donustarulir. Protein iceren o6rnegin sulfirik asit ile kaynatiimasi sonucu
amonyum sulfat olusur. Kaynatma islemi suresince katalizorler de

kullaniimaktadir. Surekli kaynatma sonucu CO2, SOz ve H20 buharlasir.
(CHNO) + Ho2SO4 — CO2+ SO2 + H20 + (NH4)2S0a4
2. Damitma islemi igin asidik 6rnek konsantre sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
notralize edilir. Bu basamakta amonyum sulfat ayristirilarak oncelikle NH4OH

ve daha sonra NHs donusturulerek bir zayif asit ile tutulur.

(NH4)2SO4+ 2 NaOH — Na2S04 + 2 NH3 + 2 H20

NHz + H3BOz ==—— NH4" + H2BO3~



3. Borik asit icinde yakalanan amonyum iyonlari konsantrasyonu, genel olarak
sulfirik ya da hidroklorik asit standart ¢ozeltileri kullanilarak bir asit-baz
titrasyonu ile tespit edilir. Titrasyon sonucunda ise toplam azot miktari tayin
edilir.

—

H2BO3z~+ H* =+—— H3BO3

2.2.2. Spektrofotometrik yontemler

Biuret Yontemi

Sut ve yumurta albumini i¢in kantitatif biuret testi ilk olarak Molnar tarafindan
bildiriimistir [24]. Bu ydntemde proteinler trikloroasetik asit ile ¢oktlrilmus ve
santrifij edildikten sonra alkali ¢ozelti icerisine alinmigtir. Bu karigsim Gizerine CuSQOa4
ilave edildiginde renk degisimi olmustur. Gunumuzde kullanilan biuret testinin temeli
de Cu*? iyonlarinin bazik ¢ozeltide peptid azotlarina baglanmasi sonucu 540 — 560
nm’de maksimum absorbsiyon gosteren renkli bir selat kompleks olugsumuna
dayanmaktadir (Sekil 2.3). Protein ve peptitlerde iki peptit bagi olusumuna katilan 4

azot atomu ile bitiret ¢ozeltisindeki Cu?*'nin renkli kompleks olusturmasi esastir [25]
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Sekil 2.3. Bir protein — Cu*? kompleksinin olusumunun 540 nm 'de absorpsiyon
veren menekse renkli selat kompleksi [26].

Duyarlihdi 1 — 10 mg/mL arasinda olan bu yéntem numune igerigindeki amino asit
dagilimindan etkilenmez. Tris tamponu ve amonyak girigsimi s6z konusu olan

yontem pratik bir sekilde uygulanabilmektedir.



Lowry yontemi

Bu yontem Folin-Ciocalteau (fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢dzeltisi) reaktifinin
alkali kosullarda proteinlerin fenolik amino asitleriyle verdigi reaksiyona
dayanmaktadir [2]. ilk olarak peptit baglari ile Cu*2 arasinda bitiret reaksiyonu
sonucu indirgenmis bakir elde edilir. Daha sonra Folin-Ciocalteau reaktifi tirozin ve
triptofan amino asitleriyle reaksiyona girerek indirgenmektedir. Bu reaksiyon
sonucu 600 — 800 nm (maksimum 750 nm) arasinda absorbans veren mavi renkli

heteropolimolibden kompleksi olusmaktadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Tetradental-Cu*! yapisinin folin ¢ozeltisiyle gerceklestirdigi reaksiyon
[27].

Yontem biliret yontemine gére 100 kat hassastir ve 0.50 — 1.50 mg/mL duyarlihda
sahiptir. Yuksek duyarlilik seviyesine ragmen proteinin amino asit bilegenin
yonteme etkisi orta diizeydedir. Tampon tuzlari, serbest tiyol gruplari ve iyonik
olmayan deterjanlar bu yontemle girisim yapmaktadir. Reaksiyon sonucu olusan
renk proteinlere gore farklihk géstermektedir. Ayni zamanda ydntemin
gerceklestigi reaksiyon ortam pH’a oldukg¢a baghdir ve bu durum analiz sirasinda
problem yaratmaktadir. Gida proteinlerinde siklikla kullanilan bu yontemin diger

arastirma sahalarinda kullanimi kisithdir.



Bikinkoninik (BCA) Asit YOntemi

Lowry yontemi gibi bakir ile selat olusumuna dayali bir ydntemdir ve reaktif olarak
BCA kullanilir. Ik basamak reaksiyonda proteinler Bitiret reaktifi ile Cu*2 den Cu*!
indirgenir ve ikinci basamakta Cu*! in BCA ile olusturdugu kompleksin (Sekil 2.5)

absorbansi 562 nm’de dl¢iimektedir [3].
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Sekil 2.5. Protein varliinda indirgenen Cu*? nin BCA ile 562 nm’de absorbans
veren kompleksi [27].

Duyarhlik olarak Lowry yontemine yakindir. Lowry yonteminden Ustln olan taraflar
tamponlar, deterjanlar, aminoasit kompozisyonunun girisimlerinin olmamasidir.
Buna karsin BCA yonteminde indirgen sekerler ve EDTA gibi maddeler girisime yol

acmaktadir.

Bradford yontemi

Bradford yontemi proteinlerin boyalarla verdigi reaksiyona dayanan yontemlerden
en ¢ok tercih edilenidir. Bu teknikte yapisinda (-) yukler iceren bir boya Coomassie
Brillant Blue G-250 (BG-250) proteinlerin (+) yuklerine baglanmaktadir. Kuiguk
peptitler veya aminoasitler reaksiyona girmemektedir. Normalde kirmizi renk olan
BG-250 reaksiyon sonucu olusan mavi renge donuserek 595 nm dalga boyunda

absorbans vermektedir [10]. Yontem duyarliidi 0.05 — 1.4 mg/mL arasindadir.



Bilinen klasik yontemler icerisinde en kisa reaksiyon suresine sahip olan yontem

Bradford yontemidir.

UV 280 nm absorbsiyon yontemi

UV-280 yontemi proteinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore protein miktari
yapilan yontemlerden bir tanesidir. Proteinlerin yapisinda bulunan tirosin ve triptofan
amino asitleri nedeniyle 280 nm’de maksimum absorbans gosterir. Duyarliligi 0.05
— 2.0 mg/mL araligindadir, buna karsin 280 nm’de absorbans yapabilecek bir

organik bilesiklerin varliginda hassasiyet dismektedir [4].

UV 220 absorbans yontemi

Bu yontemde 220 nm dalgaboyundaki absorbans peptit baglarinin elektronik

gecislerinden dolayi gergeklesir.

o-fitalaldehit (OPA) yontemi

OPA floresans spektroskopisi teknigi kullanilarak yapilan ilk toplam protein miktari
belirleme metodudur. OPA floresans yonteminde baska bir indirgeyici grup/deterjan
tepkimeyi bozucu etki gosterememektedir ve OPA moleklli sadece primer
aminlerle reaksiyona girmektedir. 2 — merkaptoetanol varliginda OPA floresans bir

yapil meydana getirmektedir (sekil 2.6)

CHO
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Sekil 2.6. Toplam protein tayini igin 2 — merkaptoetanol varliginda o-fitalaldenhit
reaksiyonu [27].



Olusan bu yap! floresans spektrofotometre yardimiyla 340 nm dalga boyunda
uyarildiginda 455 nm dalga boyunda emisyon vermektedir. Standart bir OPA
yonteminde 10 — 500 pg/mL protein derisiminde ¢alismak mumkindur. Yalnizca Tris
ya da glisin tamponlari gibi primer aminleri iceren ¢ozeltiler ve tirozin kalintilari OPA
protein tayin yonteminde girisim yapmaktadir. Toplam protein tayini galismalarinda
girisim yapan bu tlirler ¢cok nadir bulundugu icin OPA yontemi hassasiyet ve

duyarlilhk 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir [27].

2.3. Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi, molekul Uzerine gonderilen giddetli bir 11k demetinin
molekllle etkilesmesi sonucu meydana gelen sacgilmanin dedektor ile takibine
dayanan bir tekniktir. Isik sagilmasi esnasinda sagilan 1s1gin buydk bir kisminin
enerjisi madde ile etkilesen 1s1gin enerjisine esit olur, Rayleigh sagilmasi adini alan
bu olay bir elastik sagiima olayidir. Elastik sagiima olayindan baska sacilan 1s1gin
¢cok az bir miktari Raman sagiimasi adini alan elastik olmayan sagilma olayini
gerceklestirir. Raman sagilmasi spektroskopik olarak incelenebilmektedir (sekil 2.7).
Sacilan 1g1gin enerjisinde molekul ile etkilesen i1si1dinkine gore olugan fazlalik veya
azlik 1sikla etkilesmis molekulin titresim duzeyleri arasinda bilgi vermektedir.
Molekdllerin titresim dizeyleri arasindaki enerji farkindan yola ¢ikarak molekil
hakkinda inceleme yapmaya izin veren bu spektroskopik yontem Raman

spektroskopisi olarak adlandirilir [28].
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Sekil 2.7. Bir molekulin enerji diyagrami ve sacilma turleri [29].

Bir molekulin Raman turu sagilma etkilesmesine girebilmesi igin molekulln titregimi
sirasinda etkilestigi fotonun frekansina esit frekansli olarak polarlanabilmesi yani
gecici bir dipol momentinin olmasi gerekmektedir. Asimetrik gerilme titregimi
sirasinda molekulin dipol momentinde titresim ile ayni fazda bir degisme
olmaktadir. Titresim sirasinda olusan polarlanabilme degisim frekansi, titresim
frekansi ile uyusmamaktadir. Bu titresim tlirl ise Raman aktif degildir [28]. Raman
spektroskopisi yontemi ile molekullerdeki titresimlerin incelenmesi ile elde edilen
karakteristik spektral modellerden (parmak izi) maddenin tanimi yapilabildigi gibi

nicel tayine de gidilebilmektedir.

Raman spektroskopisi yontemi ile kati, sivi ve gaz 6rnekler incelenebilmektedir. Kati
ve sivi ornekler bir kapiler cam veya kuvartz tlpte tutularak spektrumlari elde
edilmektedir [30]. Bir molekulin kimyasal yapisinin veya nitel analizinin guvenilir
sonuglar vermesini saglamak amaciyla Raman spektrumlari infrared spektrumlari
ile birlikte degerlendiriimektedir, boylece incelenen molekule ait hemen hemen
batin titresimlerin goérdlmesini mimkuin kilmaktadir. Molekullerin yapisinda bulunan
-C=C-, -C=C-, -N=N-, -S-S-, -C-O-C- tura titresimler ile halkal bilesiklerde gbézlenen



halka daralmasi-halka genislemesi titresimi nedeni ile siddetli Raman hatlari
olusmaktadir. Infrared spektrumunda siddeti az olan bu bandlar Raman yontemi ile
sorunsuzca Olculebilmektedir. Biyolojik calismalarda IR ydntemi su varliginda
kuvvetli absorplama 06zelligi gostermektedir. Bu olumsuz IR Ozelliginin aksine
Raman spektroskopisi ile sulu ortamda bulunan numune analizi daha kolay
gerceklesmektedir [31]. Boylelikle biyolojik molekdiller ile in situ galismalarda (kendi
dogal ortaminda galisma) Raman yontemi bir avantaj olarak 6n plana gikarken,
kuvvetli bir lazer tarafindan uyarilan 6rnek dokusunun zarar gérmesi de bu yontemin

bir dezavantajidir [32].

Normal Raman spektroskopi (NRS) sulu ortamda calismaya olanak saglamasina
ragmen, duslk siddet ve hassasiyetle galigiyor olmasindan dolayi, zamanla yerini
Rezonans Raman Spektroskopisine (RRS) birakmistir. RRS, floresans girisiminin
daha az oldugu spektrumlarin eldesinde ve daha net sinyaller vermesi hususlarinda
on plana g¢ikmaktadir [33]. Rezonans Raman sacilimi, bir analitin elektronik
absorpsiyon pikine oldukca yaklasan dalga boylari ile uyariimasi sonucu Raman
siddetlerinin buyuk dlgude guglenmesidir. Bu kosul altinda gogu Raman bandlarinin
siddetleri 102 ile 108 kat kadar kuvvetlenmektedir. Bu sebepten dolayl RRS 10® M’'a

kadar dusurulebilen oldukca kulgcuk analit derisimlerinde kullaniimaktadir [34].

Bir diger Raman yontemi olan SERS hassasiyet, miktar ve spektral veri Gzerinde
secicilik ile sikisiklik problemlerine ¢ézum saglamaktadir. SERS-aktif substratlari
floresansi sdbnumlemektedir, sinyal kuvvetlenmesi saglayarak spektrumlarda olusan

sikisikhigr gidermektedir. Boylece daha hassas olcimler yapilabilmektedir [35].

2.3.1. Raman spektrofotometre bilesenleri

Raman spektroskopisi U¢ ana bilesenden olusmaktadir. Bunlar; lazer kaynagi,
numune aydinlatma sistemi ve uygun bir spektrometredir (sekil 2.8) Isik kaynagi
olarak lazer kullanilmaktadir. Lazer, zorlanmig emisyon ile 1sik c¢ogaltiimasi
anlamina gelen ‘“Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”
sozcuklerinin bas harflerinden tiretilmis bir kisaltmadir. Dedektér olarak, foto

cogaltici tlip veya CCD (yuk-eslesmis dedektor) kullaniimaktadir.
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Sekil 2.8. Mikroskop sistemli bir Raman spektrofotometrenin sematik gosterimi [36].

2.3.2. Yiizeyde guglendiriimis Raman spektroskopisi (Surface Enhanced
Raman Spectroscopy, SERS)

Raman spektrumundan kompleks bir sistemdeki kimyasal bilesenlere ait
karakteristik bilgi “parmak izi” elde edilebilmektedir [37]. Sisteme gdnderilen yaklasik
bir milyon fotondan sadece bir tanesi Raman saciimasina ugramaktadir ve bu
durum dusuk derisimlerdeki molekul tayini icin yeterli degildir [37]. Bu sorunu
¢cOzebilmek icin SERS kullanimi gibi birgok girisimde bulunulmustur [38]. SERS
dusuk derisimlerdeki maddelerin tayinine imkan sagladigi i¢cin duz Raman’a gore

cok daha hassas bir tekniktir.

Temel olarak SERS, Raman sinyallerinin SERS substratlari ile guglendirilmis
seklidir ve analizi yapilacak maddenin genellikle nano dizeydeki altin veya gimus,
bakir yuzeylerde ya da kolloidlerde metal ylzeylere tutundugu veya etkilesime
girdigi bir Raman spektroskopisi tlradir. Uygun kosullarda SERS yonteminin,
normal Raman spektroskopisine gore 104 defa spektral zenginlestirme verdigi
bildiriimektedir SERS substratlari igin kullanilan ylzeyler, altin, gimus gibi iletken
metallerin nano boyuttaki pargaciklarindan olugsmaktadir. Temel dlizeydeki elektron
dizilisi d10s? ile biten altin (Au), giimis (Ag) veya bakir (Cu) gibi soy metaller son



yorungedeki serbest elektron davraniglari nedeniyle SERS c¢alismalarinda
kullaniimaktadirlar [38, 39].

Yuzeyde guglendirme daha ¢ok elektromanyetik alanin “hot spot” adi verilen ve
nano yapidaki dimer veya agregat yapida olan metallerin Uzerindeki degme
noktalarindan kaynaklanmaktadir. Genis 0&lgekli bir guglendirme igin ylzey
puruzlendiriimesi yapiimaktadir ve bu islem SERS’in ¢ikis noktasi olup yuzeyin belli
kavisli bolgelere sahip olmasi gerektigi anlamina gelmektedir. Guglendirmeyi
aciklamak icin birgok mekanizma onerilmigtir fakat elektromanyetik model ve
kimyasal model disinda kalan mekanizmalar yanlis sonuclar verdikleri icin kabul
gérmemistir. Raman Saciimasi “u=E.a” arasindaki baginti ile iligkili olmasina
ragmen, SERS hem elektrik alani siddetinin hem de molekiler polarlanabilirligin
ikisinin de artmasi ile iligkilendiriimektedir. Bir molekulin Raman turi sagilma
etkilesmesine girebilmesi igin molekulin titresimi sirasinda etkilestigi fotonun
frekansina esit frekansli olarak polarlanabilmesi (a) yani gegici bir dipol momentinin
(M) olmasi gerekmektedir. Elektromanyetik model (EM) kurami gergekte elektrik
alani siddetinin (E) guclendiriimesini ele alirken, YUk aktarim modeli (CT) molekuler
polarlanabilirlik guglendirilmesi ile ilgilidir. Bu iki kuramin ortak 6zelligi ikisinde de
spektral guglendirmenin olusabilmesi i¢in yuzey puruzlendirme igleminin yapilmasi
gerektigidir [40].

Elektromanyetik model, elektriksel alanin giddeti ile alakalidir. Yuzey yapisina bagli
guclendirmeyi hedeflemekte ve tutunan molekulin yizey plazmonu ile arasindaki
iligkiyi ele almaktadir. Bir destek yuzeydeki iletken Uzerindeki serbest elektronlarin
dogal titresim hareketiyle yuzey plazmonlari olugsmaktadir. Bu olay 1s1gin elektron
gaz bulutunu uyarmasiyla yani nano metal yapisindaki iletkenligi saglayan
elektronlarin salinim frekansi ile 1s1§in gérunur bolgedeki dalga boylarindan birinin
rezanons olusturmasiyla elde edilmektedir. Olusan yuzey plazmonlari
elektromanyetik dalgalardir ve bu dalgalar ylzeye paralel olarak uzanmaktadirlar.
Yuzey plazmonlari, ara yluzeyde var olan ve bu ara yuzeyin her tarafinda Ussel
olarak azalan elektromanyetik alanlari titregtirmektedir. Bu alanlarin genigligi uygun
dalga boyundaki isima ile titresimsel olarak arttirilabilir. Bu sirada plazmonun
momentumu ve frekansi korunmalidir. Nano yapi yuzeyinde olusan elektromanyetik

alan, metal ylzeyinde veya ¢ok yakininda bulunan molekllin Raman sacgiimasinda



guclenmeye neden olmaktadir. Lazer, metal yuzeyindeki iletkenlik elektronlarinin
(ybzey plazmonlari) salinimina neden olmaktadir. Bdylece ikincil alan partikillerin

Uzerinde olusturulur ve elektromanyetik guclendirme saglanmaktadir [40].

Guclendirme faktorleri hesaplanirken EM model yanisira ikinci bir mekanizma olarak
CT modeli de kullaniimaktadir. Bu modelin temeli metal ytizeye tutunan molekiil ile
yuzey arasinda vyuk-transfer bandinin olmasi ve bu sekilde molekilin
polarlanabilmesi prensibine dayanmaktadir. Fotonlar, metal yuzeyden elektronlari
adsorblanan molekullun icine dogru harekete gecirirler ve negatif yuklu uyariimis
molekull olustururlar. Bu uyariimig molekulin geometrisi, nétral olan molekulin
geometrisinden farklidir. Bu yUk transferi, molekulin igcindeki ¢ekirdek dinlenmesini
indiklemekte ve bunun sonucu elektron metal yluzeye geri donmek isteyerek,

molekul tekrar nétr hale gegcmektedir [35].

DNA, protein ve diger biyolojik molekdllerin tayininde dogrudan (isaretsiz) ve dolayli
(isaretli) iki yontem kullaniimaktadir [41]. Dogrudan metot hedef molekllin
titresimine dayali iken, dolayli metot ise hedef molekuline SERS etiketi (isareti)
baglanarak SERS sinyallerinin takip edilmesine dayanmaktadir. Dogrudan metotta
elde edilen titresim bilgileri standard spektrumlar ile karsilastirilarak hedef molekl
tanimlanmasi gerceklestiriimektedir [42]. Dolayl metotta, hedef molekil SERS
isareti ile tayin edilmektedir [43]. Dolayli metot, genellikle duguk tayin limitlerine
ulasilmasini saglamaktadir. Genel olarak, herhangi bir analitin tespitinde
biyomolekdillerin kendilerinin disiuk SERS spektrumlari dogrudan metotla ytksek
duyarlihikh Olgumler yapmayi zorlastirmaktadir. Dogrudan metot Raman isareti
kullanmadan tespit sagladigi i¢in avantajli olsa da, gergek ve kompleks 6rnek
matrikslerinde analiz zorlagsmaktadir. Raman isaretli dolayli yontem dogrudan

yontem ile karsilastirildiginda daha uygun ve guvenilir bir metottur [44].

2.3.3. SERS substratlari

Raman sagilmasinda zenginlesmenin saglanabilmesi icin; SERS aktif metal
elektrotlar, metal nanopartikul kolloidler ve metalik nano yapilara dayali geligtirilen
SERS destek yluzeyleri kullaniimaktadir. Metal kolloidler veya farkli buyukliklerde

nanopartikiller kimyasal olarak sollsyon iginde olusturularak SERS oélgiimlerinde



kullaniimaktadir. Metal kolloidler arasinda en ¢ok tercih edilenler gumus, altin ve
bakir kolloidlerdir. Ayni zamanda yluzeye bagl SERS sinyali almak igin destek ylzey
olarak da metal nanopartiktller farkli kati ortamlarda hareketsiz konuma getirilerek
de kullaniimaktadir [45].

2.4. Metal Nanopartikuller

Nanopartiktl, boyutu 1-100 nm arasindaki olan partikilere denilmektedir.
Nanopartikulerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozellikleri, partikilin boyutlarinin
degistiriimesiyle ile degisim gostermektedir. Nanopartikuller genelde metaller, metal
oksitler, silikatlar, organik ve karbon materyaller ile biyomolekillerden elde
edilmektedir. Morfolojik olarak ise nanopartikiller genel olarak kure, silindir, tip
seklindedir. Nanopartikuller genellikle, yuzey modifikasyonlarinin kolaylikla
gerceklestirilebilmesi igin uygun sekilde tasarlanmaktadir. Nanopartikuller kimyasal
yapilarindaki cesitlilik, sekil ve morfolojileri, bulunduklari ortama uygunluklari ve
ortamda dagilma sekilleri nedeniyle cesitli uygulama alanlarinda aktif olarak
kullaniimaktadir [46].

Nanopartikiller boyutlari ve boyutlarina 6zgul 6zellikler (elektron tutucu etki, gecici
miknatislik 6zelligi, ylzey plazmon rezonansi gibi) tasimalari nedeniyle biyolojik
sistemlere kolayca entegre edilebilmektedir. Altin, gimug gibi soy metallerin
iletkenlik elektronlarin osilasyon hareketleri ylUzeyde buylk bir elektrik alan
olusturmaktadir. Bu alan sonucu altin ve gumus metallerinden uretilen nanopartikul
elektromanyetik radyasyonla rezonansa girdiginde 1s1g1 absorblama ve sagma
Ozelligi artmaktadir. Bu sayede nanopartikulin absorpsiyon 6zelliginin en kuvvetli
absorplama 0Ozelligi olan molekullerden onlarca kat daha fazla oldugu ve isik
saciima 6zelliginin ise en yaygin sacilma veren organik boyalardan ¢ok daha fazla
oldugu Dbelirtilmigtir. Nanopartikuller guglendiriimis absorpsiyon ve sagilma
Ozelliklerinden dolayi optik tayin igin sensor ve goruntileme konstrat ajani olarak
kullanilabilirler [47].



2.4.1. Altin nanopartikdller

Altin  nanopartikuller ile yapilan c¢alismalarda biyolojik sistemler Uzerine
nanopartikullerin boyut ve sekillerinin etkisi ile nanopartiktllerin dizayni ve toksik
etkilerinin incelenmesini igeren ¢alismalar 6nem kazanmigtir. Altin nanopartikullerin
sentezi tipik olarak altin klortrlin sodyum bor hidrir ve sodyum sitratin kullaniimasi
sonucu kimyasal indirgenme yolu ile gergeklestiriimektedir. Sodyum bor hidrir ile
indirgeme sonucunda 2-10 nm boyutunda kuresel nanopartikil elde edilebilmekte
iken, sodyum sitrat ile indirgeme sonucunda 12-100 nm boyutlari arasinda kiresel
nanopartikiller elde edilmektedir [48]. Kiresel nanopartikil disinda, ¢ubuk sekilli
nanopartikill kimyasal yontemle sentezlemek icin oncelikle c¢ekirdek cozeltisi
hazirlanmakta (<15 nm), daha sonra hazirlanan bu ¢ekirdek ¢ozeltisi vasitasi ile

kUresel nanopartikuller buyatulerek gubuk sekilli nanopartiktller elde edilmektedir.

Nanocgubuklarin sentezinde kimyasal, elektrokimyasal ve fotokimyasal yontemlerle
sulu c¢ozelti ortaminda duzenli boy-en oraninda (uzunlamasina 20-100 nm;
enlemesine 10-20 nm) ve yuksek verimli (>% 90) partikiller sentezlenmektedir [49].
Nanocgubuklarin kimyasal sentezinde kuguk altin cekirdekler (2-3 nm) Uzerine
katyonik surfaktanin (CTAB), gumus iyonu ve askorbik asitin ilavesiyle
baglamaktadir [50]. CTAB molekdlleri ve gumus atomlari, nanogubugun késelerini
olusturan ve yuzeyleri yerine altin nanogubuklarin kenarlarini olusturan ytzeylerine
adsorbe olmaktadir [49]. Adsorbsiyon ile altin atomlarinin biriktirilmesi sonucu

nanogubuklar olugsmaktadir.

Altin nanogubuklar tUzerindeki CTAB molekulleri koruyucu 6zellik gostermekte ve
partiktller Uzerinde iki katmanh bir yapr olusturarak sulu faz igerisinde
nanogubuklarin agrege olmadan dagiimasini saglamak igin stabilizator gorevi
ustlenmektedir. Askorbik asit ise sentez sirasinda indirgeyici ajan olarak
kullanilmakta ve indirgeme surecinin yavas gerceklesmesi ile bUyumeyi

saglamaktadir. Partikullerin olusmasinda sure degiskenlik gostermektedir.

Elektrokimyasal sentezde aseton ve siklohekzan CTAB molekdlleri ile olusan iki
katmanh yapiyi partikil yizeyi Uzerinden uzaklastirirken, CTAB molekulll ve guimus

iyonlari altin nanogubugun blyumesi i¢cin dnemli rol oynamaktadir [49].



Fotokimyasal sentez ise CTAB, gumus iyonlari ve altin iyonlarinin bulundugu ¢ozelti
icinde gerceklesmektedir. Altin iyonlar 254 nm’de ultraviyole sk ile
indirgenmektedir. Bu yontemde, partiklllerin hazirlanmasi yaklasik 30 saati
almaktadir. Uzun sureli (>40 saat) 1sinlama c¢alismalarinda nanogubuklarin
bozunarak kire yapilara donustugu gorulmustar. Fakat kuvvetli bir isinlama ile sure

kisaltilirsa bu bozunma bir miktar azaltilabilmektedir [49].

2.4.2. Nanopartiktllerin karakterizasyonu

Nanopartikil karakterizasyonu, nanopartikillerin sentezini ve uygulamalarinin
kontrolini ve dogrulugunu kanitlamak igin gereklidir. Karakterizasyon farkh
teknikler kullanilarak yapilmaktadir. Gegigli elektron mikroskobu (TEM), taramall
elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM), dinamik isik sagicisi
(DLS), x-1s1n1 fotoemisyon spektroskopisi (XPS), x-1sini difraksiyon spektroskopisi
(XRD), Fourier donusumlu infrared spektrometresi (FTIR), ultraviyole spektroskopisi
(UV) kullanilan tekniklerdir [51].

2.5. Klik Kimyasi

Klik kimyasi, Sharpless tarafindan tanitilan kigutk birimlerin hizli ve guvenilir bir
sekilde yeni maddeler Uretmesini saglayan 6zel bir tir kimyadir [52]. GuUnuimuzde
halka acilma reaksiyonlari, karbon-karbon ¢oklu baglarina tiyol grubu eklenmesi,
halka olugum reaksiyonlari ve non-aldol karbonil kimyasi gibi birgok segici reaksiyon
bulunmaktadir. Bu reaksiyonlar iginde 06zellikle bakir(l) katalizérlli azid-alkin
(CuAAC) reaksiyonu, Dields-Alder halka olusum reaksiyonu ve thiol-ene
reaksiyonlari birgok kimyaci tarafindan ilgi gérmustir. Halka olusum reaksiyonu olan
1,3-dipolar reaksiyonlari belirtilen bu yontemlerin genel konseptini olugturmaktadir
[53].

Sharpless tarafindan gelistirilen azid-alkin klik reaksiyonlari C-C ugli bag, C-N uclu
bag ve alkil-aril-sulfonid azidleri arasinda tanimlanmig reaksiyonlardir. Reaksiyon
sonucu olusan bilesikler ise tetrazoller, 1,2,3-triazoller ya da 1,2-okzazollerdir (sekil
2.9). Genel olarak bilinen klik kimyasi alkin ve azidlerin 1,4-disUbstitle-1,2,3-

triazoller olusturmak Uzere 1,3-dipolar halka ekleme (cycloaddition) reaksiyonudur



[53]. Cu(l) turleri basta olmak Uzere Ru, Ni, Pt, Pd gibi birgok metal turt Huisgen
reaksiyonlarini hizlandirmaktadir. Cu(l) katalizérli organik azid ve alkinlerin
Huisgen 1,3-dipolar halka olusum reaksiyonu [54], Cu(l) variginda daha hizl,

bolge segici ve daha kantitatif bir reaksiyon haline donugturmustur [55].
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Sekil 2.9. Termal ve bakir (Cu) katalizoérlt halka olusum reaksiyonlarinin gosterimi
[53, 56]

Katalizlenmemis termal azid ve alkin halka olusum reaksiyonlari genellikle surekli
Isitma gerektirir. Urlin olarak 1,4- ve 1,5-dislibstitiie regioizomerlerinin karigimi
olusmaktadir. Buna karsin CuAAC reaksiyonlarinda oda sicakhginda sadece 1,4-
disubstitie-1,2,3 triazoller yiksek verimlilikle elde edilmektedir [53]. Elde edilen bu
yaplilar yuksek kimyasal kararlilik, gi¢lt dipol moment ve aromatik karakter ile iyi bir

hidrojen bagi kabul etme yetenegine sahiptir [57].

Klik kimyasi nanomateryal gelistirme, ilag gelistirme ve analitik yontem gelistirme
gibi birgok alanda kullaniimaktadir. Polimerik ylizey modifikasyonlarinda 1,3-dipolar
halka ekleme reaksiyonun yanisira Diels-Alder tipi reaksiyonlar da tercih
edilmektedir. Azid ve alkin fonksiyonel gruplari biyolojik molekillerle ve sulu
cevrelerde oldukca inert bir 6zellik gostermektedir. Azid-alkin temelli reaksiyonlar bu
Ozellikleri sayesinde hedef gidimlu sentez [58], aktivite temelli protein profilleme
[59] ve toplam protein tayini [60] gibi galismalarda kullaniimaktadir.



3. GEREC VE YONTEMLER

Nanopartikil tabanli toplam protein tayini yontemi gelistiriimesi kapsaminda iki farkl
yontem gelistirilmistir. IIk yontem nanopartikiil varliginda OPA molekiiliiniin protein
ile etkilesiminin SERS sinyalinin takibinin yapilmasidir. ikinci ¢alismada ise klik
kimyasi temelli SERS 0&lcimiu toplam protein tayininin gergeklestiriimesinde

kullaniimistir.

3.1. OPA-protein Etkilesiminin Nanopartikiil Varhiginda incelenmesi

3.1.1. Kullanilan kimyasallar maddeler

Calismada kimyasal madde olarak hekzadesiltrimetil-amonyum bromir (CTAB),
hidrojen tetrakloro Au(lll) (HAuCls) (30% seyreltik hidroklorik asit ¢ozeltisinde
99.99), L-askorbik asit, 2-merkaptoetanol, o-phytalaldehyde (OPA) (C8H602) (toz,
297%, HPLC), bovin serum albumin (BSA), disodyum hidrojen fostat (NazHPOs),
potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa4), potasyum klorir (KCI), 1-9-nonaneditiyol
(HS(CH2)9eSH) Sigma-Aldrich (St. Lois, MO, A.B.D.) sodyum Kklorir (NaCl) Emir
Kimyasallari (Turkiye) sodyum borohidrid (NaBH4), gimuas nitrat (AgNOs3), etanol
(%99.9) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglandi.

3.1.2. Kullanilan cihaz ve geregler

Deneyler sirasinda, SERS analiz cihazi (DELTA NU REPORTER PORTABLE
RAMAN SPECTROSCOPY), UV spektroskopisi cihazi (SPECTRONIC GENESYS),
santriftj cihazi (JOUAN MR 1822), deiyonize su cihazi (MILLIPORE SIMPLICITY
185), SEM analiz cihazi (JSM-6400), ultrasonik banyo cihazi (BANDELIN
SONORENX), hassas terazi (SHIMADZU), Mikropipet (1-10,10-100,100-1000ul), pH
metre (SX-610 PEN TYPE) kullanild1.

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler

Hidrojen tetrakloro Altin(l11) (HAuCls) cozeltisi:




Stok sivi HAuCls'den 35 pl, 10 ml'lik balonjojeye aktarildi ve hacmine deiyonize su

ile tamamlanarak 0.01M HAuCIs ¢cozeltisi hazirlandi.

Hekzadesiltrimetil-amonyum bromir (CTAB) cozeltisi

Belli bir miktar katt CTAB’dan tartilarak deiyonize suda ¢6zuldikten sonra derigimi
0.1 M olan CTAB c¢ozeltisi hazirlandi.

Sogduk sodyum borohidrid (NaBHa4) cozeltisi

Belli bir miktarda kati NaBH4 tartilarak sogutulmus deiyonize suyla ¢ozllerek

derisimi 0.01 M olan NaBHa4 ¢ozeltisi hazirlandi.

Gumis nitrat (AgNQ3) cozeltisi

Belirli bir miktarda kati AgNOs tartilarak derisimi 0,01 M olan AgNOs c¢ozeltisi

hazirlandi.

Askorbik asit cozeltisi

Belirli bir miktarda kati askorbik asitten tartilarak deiyonize su ile ¢ozuldikten sonra

derisimi 0.05 M olan askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Tampon cozeltisi

Tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasinda 0.1 M KCI, NaCl, NazHPO4 ve KH2POa

cOzeltileri karistirllarak pH degeri 7.4 olan fosfat tamponu (PBS) hazirlandi.

Bovin serum albumin (BSA) cozeltisi

Belirli bir miktarda kati BSA’dan tartilarak deiyonize su ile ¢ézuldikten sonra derigimi
5 mg/mL olan stok BSA ¢dzeltisi hazirlandi. Diger derisimdeki BSA ¢ozeltileri, stok
BSA ¢ozeltisinden belli hacimlerde alinarak deiyonize su ile seyreltilerek hazirlandi.



o-phytalaldehyde (OPA) reaktif cozeltisi

OPA reaktif ¢ozeltisi 5.96 mM OPA ve 8.58 mM 2-merkaptoetanol ¢ozeltileri

karistirilarak hazirlandi.

3.1.4. Altin nanopartikiil sentezi

Altin nanopartikullerin sentezinde oncelikli olarak nanocgekirdek (seed) ¢oOzeltisi
hazirlandi Altin nano gekirdek ¢ozeltisinin hazirlanmasinda 0.1 M 7.5 mL CTAB
cozeltisi, 0.01 M 250 puL HAuCI4 ¢ozeltisi ve 0.01 M 600 pL soguk NaBH4 c¢ozeltileri
karistirildi.

Altin nanogubuklarin sentezi i¢in; 0.1 M 4.75 mL CTAB ¢ozeltisi, 0.01 M 500 pL
HAuCI4 ¢ozeltisi ve 60 pL 0,01 M AgNO3 ¢ozeltisi karistirildi.. Hazirlanan turuncu
renkli bu ¢ézeltiye 100 pL askorbik asit eklenir. Daha sonra 10 pL altin nanogekirdek

¢cozeltisi eklenir ve elde edilen ¢ozelti oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

3.1.5. Altin nanopartikiil karakterizasyonu

Sentezlenmis altin nanogubuklarin TEM fotograflari ve UV-gorinir bélge molekler

absorbsiyon spektroskopisi ile spektrumlari alindi.

3.1.6. Nanopartikiil variginda OPA-BSA etkilesimi

OPA reaktif ¢ozeltisi ile protein etkilesimini gerceklestirmek igin protein ¢ozeltisi ile
OPA reaktif ¢ozeltisi 1:10 (h/h) oraninda karnstirildi. Altin nanopartikal stok

¢Ozeltisinden 6 pL alinarak, OPA reaktif ¢ozeltisi ve BSA etkilesimi gergceklesmis

olan ¢oOzeltiye eklendi.

3.1.7. Nanopartikiil varligindaki OPA-BSA etkilesiminin karakterizasyonu

Gelistirilen yontem kapsaminda tamamlanmisg OPA reaktif ¢dzeltisinin proteinlerin

amin grubuyla olusturdugu kompleks nanopartikil varhginda SERS sinyali



alinmasini saglamaktadir. Bu olusan yapinin kontroli Raman spektroskopisi ve IR

spektroskopisi kullanarak yapiimigtir.

Bu amagla 6ncelikle sadece OPA iceren ¢ozeltiye 6 pL stok altin ¢gOzeltisinden ilave
edildi ve SERS spektrumu alindi. Daha sonra ME ilave edilerek tamamlanmis
¢Ozeltinin benzer sekilde spektrumu alindi. En son olarak ise ortama protein

eklendiginde olusan yapinin SERS spektrumu incelendi.

3.1.8. Nanopartikiil varhginda OPA-BSA etkilesimi igin en iyi calisma

kosullarinin belirlenmesi

Cozelti pH’nin etkisi

Boluim 3.6’ya gore hazirlanan analiz ydonteminin SERS sinyali Gzerine pH’nin etkisini
incelemek icin pH’s1 4.0, 5.9, 7.0, 9.0 ve 12.0 olan tampon ¢ozeltileri hazirlandi.
Sonrasinda 0.54 mg/mL BSA varliginda her bir pH degerine karsi elde edilen SERS
sinyali siddet deg@erleri grafige gecirildi ve en uygun pH degeri belirlendi.

OPA miktarinin etkisi

OPA miktarinin analiz sirasinda meydana gelen yapinin SERS sinyaline etkisini
incelemek amaciyla ¢ézeltideki diger bilesenler sabit tutulup hazirlanan OPA reaktif
cOzeltisine 0 mg - 40 mg OPA miktar araliginda, 0.1 M pH’si 7.4 olan fosfat tampon
¢Ozeltisi icerisinde SERS sinyal siddetlerine bakildi. Elde edilen grafikten reaksiyon
icin en uygun OPA miktari belirlendi.

2-merkaptoetanol (ME) miktarinin etkisi

ME miktarinin analiz sirasinda meydana gelen yapinin SERS sinyaline etkisi
cOzeltideki diger bilesenler sabit tutulup hazirlanan OPA reaktif ¢cdzeltisine eklenen
ME miktari O pL — 90 uL araliginda tutularak incelendi. 0.1 M pH’si 7.4 olan fosfat
tampon ¢ozeltisi icerisinde SERS sinyal siddetlerine bakildi ve elde edilen grafikten

reaksiyon i¢in en uygun ME miktari belirlendi.



Altin nanopartikul miktarinin etkisi

Uygun calisma SERS siddeti sinyalinin bulunmasi igin farkli miktarlarda altin
nanopartikul ¢ozeltisi reaksiyon ¢ozeltisine ilave edildi ve en uyun altin nanopartikil

miktari bulundu.

3.1.9. OPA ile nanopartikil tabanli toplam protein miktari tayin galigmalari

Bolum 3.1.6’da belirtildigi sekilde nanopartikll tabanli toplam protein analizini
gerceklestirebilmek icin, BSA stok ¢ozeltisinden 0.0 mg/mL — 8.0 mg/mL araliginda
dilisyon cozeltileri 0.1 M pH’sI 7.4 olan fosfat tamponu ¢ozeltisi ile hazirlandi. Bir
viyalde 100 pL BSA c¢ozeltisi, 1 mL OPA reaktif ¢ozeltisi ile karistirildi. Gergeklesen
reaksiyon ardindan bu ¢ozeltiden 250 uL bir Raman viyaline alindi ve Uzerine 6 pL

altin nanogubuk stok ¢ozeltisinden eklendi.

120 mW lazer glci ve 6 saniye veri toplama siresi ayarlanan SERS cihazinda bu
cOzeltilerle SERS spektrumu elde edildi. Ortalama sinyali almak ic¢in bes tekrar
yapildi. Daha sonra ydontemin farkli BSA derisimlerine cevabi bir grafige gegirilerek

LOD, LOQ, %RSD, egrinin korelasyon katsayisi ve dogrusal aralik hesaplandi.

Gercek Orneklerde Uygulama

UHT yagsiz sut orneklerinin toplam protein miktari geligtirilen yontem ile belirlendi.

Sut 6rnekleri 1:10 (v/v) oraninda seyreltildi ve SERS o6lgctumleri yapildi.

3.2. Nanopartikiiller ile Klik Kimyasi Temelli Toplam Protein Tayini

3.2.1. Kullanilan kimyasallar

Calismada kimyasal madde olarak hekzadesiltrimetil-amonyum bromir (CTAB),
hidrojen tetrakloro Au(lll) (HAuCls) (30% seyreltik hidroklorik asit ¢6zeltisinde
99.99), L-askorbik asit, bovin serum albumin (BSA), disodyum hidrojen fostat
(NazHPO4), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POas), potasyum Kkloriar (KCI), 1-9-
nonaneditiyol (HS(CHz2)eSH), demir (lll) klortr (FeCls), demir (ll)-stilfat heptahidrat



(FeS04.7H20), etilendiamintetraasetik asit (EDTA), perklorik asit (HclOa4), stlfurik
asit (H2S0a4), Silikon yiizey (p tipi), N,N-Dimetilformamid, sodyum azid (=99.0%), 3-
kloro-1-propantiyol, 6-merkapto-1-hekzanol, N,N'-Disiklohekzilkarbodiimid, 4-
(Dimetilamino)piridin  (298.0%), (3-kloropropil)trimethoksisilan (=297%), propargil
alkol (99%), 5,5'-ditiyobis(2-Nitrobenzoik Asit) (DTNB), bakir silfat pentahidrat
(CuS0O45H20), sodyum potasyum tartarat Sigma-Aldrich (St. Lois, MO, A.B.D.)
firmasindan sodyum hidroksit (NaOH), sodyum klorir (NaCl) Emir Kimyasallari
(Tarkiye) sodyum borohidrid (NaBHa4), gumus nitrat (AgNO3s), etanol (%99.9),
metanol ve hidrojen peroksit (H202) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan

saglandi.

Billret reaktif cozeltisi

BiUret reaktif ¢ozeltisi hazirlamak igin 1,5 gram CuSO45H20 ve 6,0 gram sodyum
potasyum tartarat kimyasallari tartilip 1 litrelik balon jojede 500 ml deiyonize su ile
¢ozuldukten sonra Uzerine 300 ml %10’luk NaOH ¢dzeltisi eklendi ve 1 litre hacme

deiyonize su ile tamamlandi.

3.2.2. Kullanilan cihaz ve geregler

Deneyler sirasinda, DeltaNu Examiner Raman Mikroskop (Deltanu Inc., Laramie,
WY, A.B.D.) 785 nm lazer kaynagi, mikroskop icin hareketli lamel (numune tutma)
haznesi ve CCD dedektor kullaniimistir. Cihaz parametreleri ise 20x objektif ve 30
pm lazer spot alani 150 mW lazer gucu olarak ayarlanmistir. Ayrica BWTEK Fiber
Optik Raman spektroskopisi cihazi, UV spektroskopisi cihazi (SPECTRONIC
GENESYS), santrifuj cihazi (JOUAN MR 1822), deiyonize su cihazi (MILLIPORE
SIMPLICITY 185), TEM analiz cihazi (JSM-6400), ultrasonik banyo cihazi
(BANDELIN SONOREX), hassas terazi (SHIMADZU), Mikropipet (1-10,10-100,100-
1000ul), pH metre (SX-610 PEN TYPE) kullanildi.

3.2.3. Nanopartiktl sentezi ve karakterizasyonu

Klik kimyasi temelli toplam protein tayini galismasinda altin nanocubuklar ve

manyetik nanokureler kullaniimigtir. Modifiye edilerek kullanilan nanokdureler azid



gruplara sahipken, nanocubuklar hem klik kimya reaksiyonunda gerekli olan alkin

gruplari saglayacak hem de Raman sinyali takibini saglayacaktir.

Altin nanocubuk sentezi

Calismada kullanilan altin nanogubuklar boélim 5.1.4te anlatildi§i sekilde

sentezlendi.

Manvyetik altin nanokire sentezi

Partiktllerin manyetik kire seklinde Uretilmesi icin 6ncelikle demir nano partiktiller
sentezlendi.. Fe*3 ve Fe*? karisimini kullanarak oda kosullarinda, bazik hidroliz
reaksiyon duzenegdi ile manyetik nanopartikil sentezi gergeklestirildi. Sentez
islemine 1 ml 1.28 M FeCls ve 1ml 0.64 M FeS04.7H20, 2 dakika boyunca
kanigtirllarak baglandi. Daha sonra bu ¢ozelti Gzerine 25 ml 1 M NaOH eklenerek 4
saat oda sicakhginda azot atmosferi altinda karistirildi. NaOH eklenmesiyle olusan
demir tuzlarinin ileri derecede ylkseltgenmesini dnlemek igin, reaksiyon inert bir
atmosferde (azot gazi altinda) gergeklestirildi. Elde edilen demir tuzlari G¢ defa
santriflj islemi (4000 rpm de 5 dakika boyunca) uygulanmasinin ardindan, demir
tuzlari Gzerine 3 ml 2 M HCIOa4 ¢6zeltisi konularak 24 saat bekletildi. Daha sonra
10000 rpm de 20 dakika santriflj islemi U¢ defa tekrar edilerek olusan agik
kahverengi renkte demir nanopartikillerinin Gzerindeki fazla miktardaki asit
uzaklastirildi.  Olusan demir hidrosit tuzlarinin  kontrolli  bir  sekilde
yukseltgenmesiyle kendiliginden manyetik 6zellik gosteren demir nanopartikilleri

(Fes04) oda kosullarinda sentezlendi [61].

Cekirdek-kabuk yapisinda FesOs-Au nanopartikil sentezi icin bir miktar 10 mg
demir nanopartikul tartilarak suda ¢o6zundu. Bu ¢ozelti uzerine 5 mL 0,01 M EDTA
eklenir ve miknatis yardimiyla bir kez yikandi Daha sonra sirasiyla 7 mL 0.1 M
CTAB, 3 mL 0.01 M altin ¢ozeltisi ve 300 pL 1 M NaOH ilave edilerek 150 mg
hidroksilaminklortr eklendi. Her asamada sonike edilmesine dikkat edilerek
hazirlanan ¢ozelti bir gece karistiricida bekletildi. Bu sure sonunda sarap kirmizimsi

renk gozlenmesiyle altin kapli manyetik kireler elde edildi.



Manvetik silika nanokiire sentezi

Manyetik silika nanokureler igin dncelikle sodyum sitrat ile modifiye edilmis kolloidal
manyetik demir nanopartikiller (FesOs) kimyasal birlikte c¢oktirme metoduyla
dretildi. Bu amagla nitrojen gazi akish ortamda 80 mL 0.5 M Fe*3 ve 40 mL 0.5 M
Fe*? iceren sulu ¢ozelti hazirlandi. Manyetik karistiricida bekletilen bu ¢ozeltiye 10
mL %25’lik NH3sH20 eklendi. Bunun sonucunda olusan siyah ¢okelek 30 dakika
suresince karistirildi ve sure sonunda toplanarak 300 mL 0.3 M sodyum sitrat
cOzeltisinde 90°C sicaklikta 1 saat bekletildi. Elde edilen son rlin pH 7.0 olana kadar

deiyonize su ile yikandi ve boylece manyetik demir partikller elde edildi [62].

Manyetik demir partikulleri silika kaplamak Uzere dncelikle 6 mL %25’lik NH3H2o0,
50 mL deiyonize su, 250 mL etanol ve 5 mL yikanmis manyetik demir partikuller
iceren ¢ozeltiye etanolde hazirlanmis tetraetil ortosilikat (TEOS) ¢ozeltisi ilave edildi.
Bu ¢ozelti 20 saat sureyle karistirildi ve 9000 rpm’de santrifllj edilerek ¢okelek
toplandi. Etanol ile dort kez yikama iglemi yapildi ve kuru vakum ortaminda 24 saat

sureyle bekletilerek silika kapl manyetik nanokureler (FesO4@SiOz2) elde edildi [62].

Sentezlenen manyetik altin ve silika nanoklreler ile altin nanogubuklarin
karakterizasyonunu igin UV-VIS spektrofotometre ve gecirimli elektron mikroskobu
(TEM) dlgumleri kullanild.

3.2.4. Alkin-DTNB sentezi

Planlanan ¢alisma kapsaminda nanopartikullerin modifikasyonu ve SERS sinyalinin
takibi icin Alkin-DTNB gerekmektedir. Bu amagla 12,4 mM DTNB hazirlanmis ve
Uzerine 14,6 mM disiklohekzicarbodiimide ile 1,48 mM dimetilaminopiridin ilave
edildi. Hazirlanan bu karisim 0 °C’ye sogutuldu. Daha sonra 14,5 mM propargil
damla damla ¢ozelti Uzerine ilave edildi ve oda sicakhdinda 24 saat sureyle
karismaya birakildi. Bu sure sonunda olugsan kati stzulmus ve ¢b6zicl ortamdan
buharlastiriidi. Bdylece elde edilen Alkin-DTNB (sekil 3.1) altin nanogubuklarin

modifikasyonu igin kullanildi.
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Sekil 3.1. Sentezlenen Alkin-DTNB molekulinin yapisi
3.2.5. Nanopartiktllerin modifikasyonu

Klik kimya reaksiyonunu gerceklestirebilmek igin gereken alkin grubu ve SERS
sinyali takibi i¢in uygun olan DTNB, uretilen altin nanogubuklarin modifikasyonu ile
yapiya kazandirildi. Hazirlanan bu alkin-DTNB modifiye edilmis nanogubuklarla klik
reaksiyonu gercgeklestirecek olan altin ve silika nanokurelerde azid modifikasyonu

yapildi.

Nanocubuklarin alkin-DTNB ile modifikasyonu

Sekil 3.2'de gosterildigi Uzere klik kimya reaksiyonunu gergeklestirebilmek igin
gereken alkin grubu ve SERS sinyali takibi icin uygun olan DTNB, Uretilen bu
nanopartiktllerin modifikasyonu ile yapiya kazandirildi. Bu amagla nanopartiktller 3
mM alkin-DTNB ¢0zeltisi ve 5 mM 6-Mercapto-1-hexanol ¢ozeltisi igerisinde 24 saat
bekletildi. Stire sonunda pH 7,4 PBS tamponu ile 3 sefer yikanmis ve tampon ¢ozelti

icerisinde bekletildi.
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Sekil 3.2. Nanogubuklarin alkin-DTNB ile modifikasyonu



Altin nanokirelerin azid ile modifikasyonu

Alkin-DTNB modifiye edilmis nanogubuklarla klik reaksiyonu gergeklestirecek olan
azid sonlu manyetik kdrelerin modifikasyonu igin alkolde hazirlanmis 3 mM 3-
azidopropanthiol ¢ozeltisi ve spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla 5
mM 6-Mercapto-1-hexanol ¢ozeltisi kullanildi (Sekil 3.3). Hazirlanan nanokureler bu
cOzelti icerisinde 24 saat sireyle bekletildi ve son olarak pH 7.4 PBS tampon
¢Ozeltisi igerisine alindi.
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Sekil 3.3. Manyetik nanokire ve azid ile modifikasyonu

Silika nanokurelerin azid ile modifikasyonu

Silika kapli manyetik kurelerin azid ile modifikasyonu amaciyla 100 mg manyetik
silika nanopartikil 100 mL etanol icerisinde dispers edildikten sonra 1 mL 3-
kloropropil trimetoksisilan ilave edildi ve karisim oda sicakliginda mekanik karistiric
yardimiyla 24 saat boyunca karistirildi. Bu sure sonunda partikiller miknatis
yardimiyla toplandiktan sonra sirasiyla etanol, etanol/DMF (V/V: 1/1) ve DMF ile t¢
kez yikandi ve en son 100 mL DMF icerisinde dispers edildi. Elde edilen bu dispers
cozelti icersine derisimi 0.1 M olacak sekilde NaNs ilave edildi, ve karisim 90 C'de
24 saat boyunca mekanik karigtirici ile karnistirildi. Bu slre sonunda partiklller

miknatisla toplandiktan sonra DMF ile G¢ kez yikanip vakum etlvde kurutuldu.
3.2.6. SERS substrati modifikasyonu ve karakterizasyonu

Planlanan c¢alisma kapsaminda heterojen sistemde klik kimya reaksiyonlarinda
gerekli olan azid gruplari silika ylzey Uzerine modifiye edilmis ve bu ylzeyler SERS

substrati olarak kullanildi.



Bu amagla silika yuzeyler 30 dk suresince pirana ¢ozeltisinde bekletilerek, sure
sonunda bol su ve alkol ile yikandi. Temizlenen ylzeyler kurutulduktan sonra %1 lik
klorosilan-toluen ¢ozeltisi iginde oda sicakliginda 24 saat karistirmadan bekletildi.
Daha sonra sirasiyla toluen, 1:1 toluen:metanol ve metanol ile sonike edildi ve
yuzeyler kurumaya birakildi. Bu iglemler sonunda klor (Cl) baglanmis silika ylzeyler
elde edildi.

Bu asamadan sonra klor bagli ytzeyler dimetilformamid (DMF) ile hazirlanmis 0.1
M NaNs ¢ozeltisi igerisine atilip 60°C sicaklikta N2 atmosferinde 24 saat sireyle
karigtirllarak bekletildi. Sure sonunda yuzeyler dnce DMF ile sonra da su ile 10
dakika suresince yikandi ve azot gazi ile kurutuldu. Bu islemler sonucunda

heterojen analiz sistemi igin gerekli olan azid sonlu ytzeyler elde edildi (sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Silika ylizeyin azid ile modifikasyonu
Azid sonlu modifiye silika yuzeylerin 6zellikleri Raman spektroskopisi kullanilarak

test edilmistir.

3.2.7. Klik kimyasiyla nanopartikiil tabanlh toplam protein miktari tayin

calismalari

Klik kimyasi temelli SERS teknigi yardimiyla toplam protein miktar tayini homojen
ve heterojen analiz sistemleri kullanilarak yapildi.



Heterojen sistemde nanopartikiil toplam protein tayini

Sekil 3.5’te sematize edilen heterojen analiz sisteminde modifiye edilmis azid sonlu
yuzeyler bos viyallere alindi. Daha sonra her viyale sirasiyla 600 pL alkin-DTNB ile
modifiye edilmis altin nanogubuk ¢ozeltisi, 500 pL protein standardi (BSA) ve 600
ML bilret reaktif ¢ozeltisi ilave edildi. Viyaller oda sicakliginda 1 saat sureyle
karigtiricida bekletildi. Bu stre sonunda yuzeyler PBS tampon ¢ozeltisi ve su ile

yikanip, kurutuldu. Daha sonra yuzeylerde SERS 0Olgumu ile sinyal takibi yapildi.
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Sekil 3.5. Heterojen sistemde klik kimyasi ile toplam protein miktar tayini

Alkali ortamda Cu*? protein varliginda Cu*Ye indirgenir ve Cu*!, alkin-DTNB
modifiye nanocgubuklarin, Si ylzeydeki azid gruplar ile klik reaksiyonunun
gerceklesmesini saglar. Artan protein derigimi ile dogru orantili olmak Uzere yuzey

ile reaksiyona giren nanopartikll miktari artar. Bu artis nanogubuklara baglanmis



olan DTNB molekulinun sinyali ile takip edildi ve protein derigsimine paralel SERS

sinyali ile kalibrasyon dogrusu ¢izildi.

Homojen sistemde nanopartikiil tabanli toplam protein tayini

Homojen sistemde klik kimyasi yardimiyla nanopartikil tabanl toplam protein tayini
calismasinda heterojen sistemde kullanilan azid modifiye silika yluzeyler yerine

manyetik silika nanokureler ve manyetik altin nanokureler kullanildi.

Sekil 3.6’da gdsterilen homojen analiz sisteminde manyetik altin nanokureler azid
ile modifiye edildi. Klik reaksiyonu gerceklestirebilmek icin dncelikle azid sonlu
manyetik altin nanopartikuller viallere alindi. Daha sonra her viale sirasiyla 600 pyL
alkin-DTNB ile modifiye edilmis nanogubuk ¢dzeltisi, 500 uL protein standardi ve
500 pL biuret reaktif ¢ozeltisi ilave edildi. Viyaller oda sicakliginda 1 saat sureyle
karistiricida bekletildi. Bu sure sonunda klik reaksiyonu gergeklestirmis partikuller
bir miknatis yardimiyla toplanip, PBS tampon ¢dzeltisi ve su ile yikandi. Klik kimyasi
gerceklesmis olan manyetik kire ve nanogubuk yapisindan bir miktar Olgim

yuzeyine alinarak SERS spektrumu elde edildi.
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Sekil 3.6. Homojen sistemde klik kimyasi ile toplam protein miktar tayini

Homojen analiz sisteminde altin nanokureler yerine silika kapli demir partiktller de
kullanildi. Bu sistemde ortama 6ncelikle 650 yL alkin modifiye edilmis rod ¢ozeltisi,
500 pL protein ¢ozeltisi ve 650 pL azid modifiye manyetik silika nanopartiktller ilave
edildi. Daha sonra bu karisim Uzerine 500 uL biuret reaktifi ilave edildi ve
gerceklesen klik kimyasi sonucu olugsan yapi bir miknatis yardimiyla toplanarak 3
kez 0.1 M pH 7.4 PBS tampon c¢ozeltisi ile yikandi. Bu yapidan miktar olgim

yuzeyine alinarak SERS spektrumu elde edildi.

Gercek orneklerde uygulama

St numuneleri seyreltme islemi sonrasi 500 uL alinarak klik reaksiyonda indirgeyici
olarak kullanildi. Elde edilen sinyal de@eri kalibrasyon dogru denklemi yardimiyla

yorumlandi ve numunelerdeki toplam protein miktari belirlendi.



4. ARASTIRMA BULGULARI

Nanopartikil tabanh toplam protein tayinini amaciyla gelistirilen iki yontemin

deneysel bulgulari iki farkli baslik altinda verilmistir.

4.1. OPA-Protein Etkilegsimi Temelli Yontemin Bulgulari

4.1.1. Altin nanopartikillerin karakterizasyonu

Calismada, c¢ubuk nanopartikil sekillerinin analiz performansina etkisi
arastinlmistir. Nanopartikullerin karakterizasyonu igin, partikullerin optik 6zellikleri
ve anizotropilerinden faydalaniimaktadir. Nanopartikil karakterizasyonu igin
genellikle UV-visible spektrofotometre ve transmisyon elektron mikroskobu
kullaniimaktadir. Nanopartikullerin sekil ve boyutlari resim 4.1°de TEM goruntileri
ile verilmektedir. Buna gore, altin nanogubuklarin boyutlari yaklagik olarak boyu 45
nm, eni 15 nm’dir. Nanogubuklarin boyutlari genellikle boy/en orani ile veriimektedir.

Bu durumda sentezlenen nanogubuklarin boy/en orani yaklasik olarak 3’tur.

Resim 4.1. Cubuk nanopartikillerin TEM goruntisu.



Partikullerin absorpsiyon spektrumlari nanopartikillerin optik 6zellikleri yaninda
sekilleri hakkinda da bilgi vermektedir. Sekil 4.1 bir cubuk kolloidin spektrumunu
gOstermektedir ve altin nanogubuga ait plazmon bandlari gorulmektedir. Buna gore
ilk plazmon bandi (630 nm) nanogubuga ait enine plazmon bandi iken ikinci plazmon

bandi (719 nm) nanogubugun boyuna plazmon bandidir.

1.0

0.8 -

0.6 -

Absorbans

0.4 -

0.2

0.0 1 T T 1
300 400 500 600 700 800

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1. Altin nanogubuklarin UV-visible spektrumu

Sekil 4.1’de goéruldugu gibi altin nanopartikiller plazmon rezonansi nedeniyle dar ve
siddetli absorpsiyonlar gosterirler. Uygun dalga boyunda goénderilen i1gin ile iletkenlik
elektronlarinin elektromanyetik alan varliginda osilasyon hareketi sirasinda
rezonansa girmeleri sonucunda bu durum ortaya ¢ikmaktadir. Altin nanopartikullerin
plazmon rezonanslari, partikullerin boyutu, sekli, yapisi ve bulundugu ortamin
refraktif indeksi ile degismektedir. Bu nedenle, manyetik nanopartikullerin
rezonanslari farkh gdézlenmektedir. Nanogubuklarin iki farkli plazmon rezonansi
sergilemeleri, kisa ve uzun yuzeyindeki elektron salinimlarindan kaynaklanmaktadir
[63] Bu 6zelligin sagladi§i avantaj, boy/en orani blytk olan nanogubuklarla disik
enerjili gorundr bodlge ile NIR’da galisma yapma olanagidir. Nanogubuklarin boy/en
orani ile oynanarak istenilen boyutta nanogubuklar Uretilmesi ve nanogubuga bu

sayede farkli optik 6zellikler kazandirilabilmesi agisindan, nanogubuklar biyolojik



analizlerde olduk¢ca oOnemlidir. Nanocubuklarda boy-en orani arttikga 1S1Imasiz

durulma azalmakta ve Raman verimliligi artmaktadir.

4.1.2. Nanopartikil varliginda OPA-BSA etkilesimi karakterizasyonu

OPA cozeltisi ve 2 — merkaptoetanol (ME) ile beraber tamamlanmis OPA reaktif
¢Ozeltisini olusturmaktadir. Bu reaktif c¢ozeltisinde acgik ugta sulfidril gruplari
bulunmaktadir. Protein varliginda, proteinlerin primer amin gruplari tamamlanmis
OPA reaktif ¢Ozeltisi ile reaksiyona girmektedir ve boylece bilinen floresans yapi
olusmaktadir. Tez calismasi kapsaminda floresans &Ilgcim yerine ortama
nanopartikil ilave edilerek SERS teknigi ile toplam protein tayini ¢alismasi
yapilmigtir. Nanopartikdl varliginda gerceklesen reaksiyonlarin karakterizasyonu
SERS ve IR spektroskopisi teknigi ile yapiimigtir. Sekil 4.2’de SERS teknigi ile

yapilan karakterizasyon ¢alismasinin spektrumlari verilmistir.

10000
8000 -
— n — OPA
z —— OPA+ME
- — QOPA + ME + BSA
® 6000 -
=
i)
[}
o
w4000
Wl
2000 -

400 00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Raman Kaymasi, cm-1

Sekil 4.2. Nanopartikil iceren ¢ozeltide o-fitalaldehit (OPA), 2-mercaptoetanol ile
olusan tamamlanmis OPA c¢ozeltisi ( OPA + ME) ve protein (BSA)
varliginda gergeklesen reaksiyonun (OPA + ME + BSA) SERS
spektrumu.



OPA molekiltil SERS spektrumunda 875 ve 916 cm™ de siraslyla halka yapinin C —
H ve C — C gerilmelerine ait bantlari gdstermektedir [64]. Cozeltiye ME
eklenmesinden sonra, 640 ve 727 cm de alkil zincirine ait buytk bantlar C — S
gerilmesine ve 1008 cm*de C — C — O gerilmesine ait olan bantlar izlenmistir [65].
Yapilan birgok denemede proteinler reaktif ¢cozeltisi (OPA + ME) ile etkilestigi zaman
727 ve 1008 cm™ deki bantlarda artis gérilmistir. indirgenmis siilfidril gruplari ile
reaksiyona giren proteinlerin primer amin gruplari ile iki halka yapisi olugsmaktadir.
Altin nanogbuklarin ortamda olmasiyla degisen konfigurasyon ile nicel analiz

yapilabilmigtir.

4.1.3. Nanopartikil varliginda OPA-BSA etkilesimi icin en iyi galigma kosullari

OPA — protein etkilesimini nanopartikil varliginda SERS sinyali takip edilerek
gelistirilen toplam protein tayini yonteminde en iyi SERS sinyalinin elde edildigi
kosullar optimize edilmigtir.

Cozelti pH degerinin etkisi, pH’s1 4.0-12.0 arasinda degisen tampon ¢ozeltisine 0.54
mg/ml BSA eklendiginde elde edilen SERS sinyali siddetleri kaydedildi. Sekil 4.3
SERS sinyal sidddetinin pH 7.4’de en iyi de@erin elde edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Nanopartikul varliginda OPA reaktif ¢ozeltisi ile etkilesmis proteinlerin
SERS sinyal siddetine pH’'nin etkisi



Klasik floresans spektroskopi yonteminde tercih edilen pH 10’'da SERS sinyal
siddetleri pH 7.4’de elde edilen degerlere yakindir. Buna karsin biyolojik érnekler
icin fizyolojik pH araligi 6 — 9 arasinda oldugundan pH degeri 7.4 olan 0.1 M PBS

tampon ¢ozeltisi tercih edilmistir.

Gelistirilen yontemde reaksiyona giren ¢ozeltideki bilesenlerin miktarlari buylk
oneme sahiptir. OPA miktarinin reaksiyon sonucu olusan yapinin SERS sinyaline
etkisini incelemek amaciyla 0.1 M pH 7.4’de hazirlanan fostaf tamponu ¢ozeltisinde
diger bilesenler sabit tutulup hazirlanan OPA reaktifine 0 mg — 40 mg arasinda
degisen OPA ilave edildi ve SERS sinyalleri takip edildi. Sekil 4.4 SERS sinyal
siddetinin OPA reaktif ¢cozeltisine 20 mg OPA ilave edildiginde en iyi degeri verdigini
gostermektedir.
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Sekil 4.4. Nanopartikul varliginda OPA reaktif ¢ozeltisi ile etkilesmis proteinlerin
SERS sinyal siddetine reaktif ¢dzeltisine eklenen OPA miktarinin etkisi

Proteinler reaktif ¢cozeltisindeki bilesenler oraninda reaksiyona girmekte ve bir
noktadan sonra doyum noktasina ulagmaktadir. OPA reaktif ¢ozeltisinin bir diger
bileseni olan ME’nin reaksiyondaki miktarinin SERS sinyaline etkisi diger bilesenler
sabit tutulup, 0.1 M pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisi igerisine 0 pL — 90 pL araliginda



degisen ME ilave edilerek incelendi. Sekil 4.5’te 25 mL reaktif ¢gozeltisine 30 uL ME
eklendiginde en iyi SERS sinyal siddetinin elde edildigini gdstermektedir.
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Sekil 4.5. Nanopartikul varliginda OPA reaktif ¢ozeltisi ile etkilesmis proteinlerin
SERS sinyal siddetine reaktif ¢cdzeltisine eklenen ME miktarinin etkisi.

Partiktllerin OPA molekull varliginda toplam protein tayininde kullaniimasi ilk defa
bu calismada s6z konusu olmustur. Cubuk nanopartikillerin SERS sinyal siddetine
etkisini belirlemek icin ilave edilen gubuk nanopartiktl miktari degistirildi. Reaksiyon
ortamindaki tum bilesenler sabit tutuldugunda artan rod nanopartiktl miktariyla
dogru orantili olarak sinyal siddeti artmistir. Bu durumda sinyal doyum noktasi
incelenmigtir. Reaksiyona giren protein miktari artigiyla belli bir noktadan sonra
dogrusallik kaybolmustur. OPA reaktif ¢ozeltisi ile etkilesmis proteinlerin SERS
sinyal takibi i¢cin 6 yL ¢ubuk nanopartikil en iyi sonucu vermistir.

4.1.4. Toplam protein miktari belirleme ¢aligmalari
OPA reaktif gozeltisi ile protein etkilesimini gergeklestirmek igin OPA reaktif gozeltisi

ile protein ¢dzeltisi 1:10 (h/h) oraninda karistirildi. Protein stok ¢ozeltisi olarak
kullanilan BSA’dan 0.0 mg/mL — 8.0 mg/mL araliginda 0.1 M pH’si 7.4 olan fosfat



tamponu ¢ozeltisi ile hazirlanan dilisyonlardan elde edilen SERS spektrumlari sekil

4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli derisimlerde (0 — 0.72 mg/mL) protein varliginda altin nanogubuk
ilavesiyle elde edilen SERS spektrumu ve 727 cm™ de gozlenen C — S
gerilmesi.

Altin nanogubuk varliginda olusan OPA-protein yapisina ait karakteristik band
saptanmistir ve bu banttaki degisim yardimiyla kalibrasyon grafikleri hazirlanmistir.
Sekil 4.7°de artan protein derisimine karsilik elde edilen C-S bant siddetlerinin bagil
degerleri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafigi gorilmektedir. Grafikler
reaksiyona giren 0.054 — 0.720 mg/mL protein derigimleri i¢in hazirlanmis ve bu
aralikta dogrusal kalibrasyon grafigi (R? = 0.9927) elde edilmistir. Gelistirilen analiz
yontemi ile tim alanlarda hassas sonuglar verebilmesinin yani sira 10 saniye gibi

kisa analiz suresi yontemin en onemli Gstunlugudur.
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Sekil 4.7. Farkh protein (BSA) derisimlerinde OPA yoOntemiyle elde edilen
kalibrasyon egrisi

SERS sinyalleri altin nanopartikillerle ortamda reaksiyona giren protein derisim
araligina bagli olarak dogrusal iliski gostermistir fakat yuksek derisimlerde
dogrusalliktan sapmistir. Bu sonug¢ protein-OPA reaksiyona girme orani ve bu
yaplyla konfigirasyon olusturan nanopartikilin miktari ile ilgili oldugunu
gostermektedir. Ortamdaki altin nanogubuk miktari belli bir miktarda protein-OPA

yapisindan SERS sinyali alinmasina izin vermektedir.

Yontemin Gercek Orneklere Uygulanmasi

Geligtirilen ydontem gergcek sut oOrneklerine uygulanarak test edilmistir.
Gergeklestirilen analizde her bes sit 6rnegi icin elde edilen spektrumlarda elde
edilen C-S gerilmesi bandinin sahip oldugu siddet degerleri saptanmis ve daha 6nce
elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak gergek érneklerde nanopartikil tabanl

toplam protein miktari hesaplanmistir. Cizelge 4.1 farkli ticari inek sutinde



belirlenen toplam protein miktarlarini gdstermektedir. inek siitii ortalama % 3.0 — 3.5

oraninda protein icermektedir.

Cizelge 6.1: Sut orneklerinde nanopartiktl tabanli OPA yontemiyle elde edilen

toplam protein miktari tayini sonuglari

Gergek SERS Bagil SERS %  Toplam Protein
Ornek No Sinyali Sinyali Miktar

1 10593.8 2800.8 3.34

2 10227.7 2434.7 2.45

3 10403.0 2610.0 2.88

4 10514.6 2721.6 3.15

5 10440.4 2647.4 2.97

4.2. Klik Kimyasi Temelli Yonteminin Bulgulari

4.2.1. Altin nanopatrtikiillerin karakterizasyonu

Yuksek sacilma verimi ve dar hat 6zelligi partikil plasmon 6zelligine dayanan optik
uygulamlarda metal nanopartikiller 6nem kazanmaktadir. Ylzeyde guclendiriimis
Raman spektroskopisi (SERS) diuzlemsel olmayan optik uygulamalara bir érnektir.
Partikilun cevresindeki elektromanyetik alanin artmasiyla SERS verimi artmaktadir.
Ayrica altin yuzeyinde gerceklestirilen modifikasyonlarla biyolojik 6rneklerde isaretli
SERS dlgumleri yapilabilmektedir. Tez c¢alismasinin ikinci béluminde homojen
analiz sisteminde klik kimyasini gerceklestirimek Uzere altin nanokureler

sentezlenmis ve daha sonra azid ile modifiye edilmistir.

Resim 4.2’de Fes3Os4 demir nanopartikulleri Uzerine altin tabakasi kaplanmig
nanopartikullerin TEM goruntuleri bulunmaktadir. Manyetik 6zelliklerinden dolayi

partikuller topaklanmis bir géoriunim sergilememektedir.



Resim 4.2. Altin kapl Fe3O4 partikillerin TEM fotografi

TEM goruntulerinden kimyasal olarak sentezlenen FesO4 — Au partikillerin kiresel
sekilde ve 10 — 35 nm aralhidinda farkli ¢aplarda oldugu gorulmektedir. Altinin
elektron yodunlugu ve demir elementine gore daha fazladir. Bu durum TEM
goruntulerinde altin ile kaplanan demir kurelerin koyu siyah renk vermesine sebep

olmaktadir.

Altin veya gumus nanopartikiller elektromanyetik radyasyonla girdiklerinde
nanopartikillerin 1$1§1 absorblama ve sagma 0Ozelligi artmaktadir. Soy metallerin
iletkenlik bandindaki elektronlarin toplam osilasyon hareketi sonucu olugan elektrik
alani bu 06zellige sebep olmaktadir. Altin nanopartikillerin UV-VIS spektrumlari
incelendiginde 530 nm’de goérilen bant kdresel altin  nanopartikullerin
absorbsiyonundan kaynaklanmaktadir. Sekil 4.8’de 530 nm’de gorulen absorbsiyon

ile demir partikullerin Gzerine altin kaplandigl anlagiimaktadir.
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Sekil 4.8. Altin kaph FesO4 partikillerin UV-VIS spektrumu

4.2.2. Nanopartikillerin modifikasyonu

Klik kimya reaksiyonu igin gerekli olan alkin — DTNB ve SERS sinyali takibi igin
kullanilan DTNB dretilen altin nanogubuklarin sentezlenen alkin — DTNB ile
modifiyesi sonucu yapiya kazandirilmistir. Sekil 4.9”da modifiye altin
nanocubuklarin modifiye edilmemis altin nanogubuklarla karsilastirilmali SERS

spektrumu verilmistir.
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Sekil 4.9. Alkin — DTNB ile modifiye altin nanogubuklarin SERS spektrumu

Modifiye altin nanogubuklarin SERS spektrumu incelendiginde 1330 cm- ! de
g6zlenen DTNB molekulinun en spesifik bandi —NO gerilmesi yapiya alkin-

DTNB’nin kazandirildidini dogrulamaktadir.

4.2.3. SERS substratlari modifikasyon ve karakterizasyon

Klik kimyasi temelli toplam protein tayininde heterojen sistem igin azid modifiye
edilen silika ylzeyler fiber optik Raman spektroskopisi cihazinda 70 lazer enerii
seviyesi ve 5 saniye sureyle prob yardimiyla karakterize edilmigstir. Ylzeyler Gzerine
3 uL gumus nanopartikul ¢ozeltisi damlatiimis ve Sekil 4.10’daki SERS spekturumu
elde edilmistir.
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Sekil 4.10. Azid modifiye edilmis silika yuzeylerin SERS spektrumu ve spektral bant
goOsterimi; azid grubu iceren silika yuzeyler (A-B), modifiye edilmemis
ylzey (C).

Sekil 4.10’da azid modifiye edilmis silika ylzeylerden elde edilen ¢ spektrum
incelendiginde 2150 cm™ de elde piklerin azid fonksiyonel gruplarina ait oldugu
gorilmustir [66]. 521 cm™ de gbzlenen piklerin ise yilizey malzemesi silikaya ait
oldugu belirlenmistir [67]. Azid terminalleri ylizeye baglayan C-H alkan baglari ise
2880 cm! bandinda gézlenmistir [68]. Elde edilen bu sonuglarla silika ytizeylerin

azid modifiyesi dogrulanmigtir.

4.2.4. Toplam protein miktari belirleme ¢aligmalari

Nanopartikul yardimiyla toplam protein tayini galismasinda klik kimyasi yardimiyla
bir heterojen sistem ve iki homojen sistemde 6l¢im yapilmistir. Her yontemde
oncelikle protein standart ¢dzeltileriyle kalibrasyon dogrusu elde edilip kalibrasyon

grafigi elde edilmis ve daha sonra gergek 6rneklerde deneme yapilmistir.



Heterojen sistemde toplam protein tayini

Klik kimyasi yardimiyla toplam protein etkilesimini gerceklestirmek icin heterojen
sistemde azid modifiye silika ytzeyler ile 600 pL alkin-DTNB ile modifiye edilmis
altin nanogubuk ¢ozeltisi, 500 pL protein standardi (BSA) ve 600 pL biuret reaktif
cozeltisi etkilesime birakildi. Protein stok ¢dzeltisi olarak kullanilan BSA’'dan 0.0
mg/mL — 0.145 mg/mL araliginda 0.1 M pH’si 7.4 olan fosfat tamponu ¢ozeltisi ile

hazirlanan dilisyonlardan elde edilen SERS spektrumlari sekil 4.11’de verilmistir.
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Sekil 4.11. Klik kimyasi temelli toplam protein tayininde heterojen sistemde farkli
protein derisimlerinde elde edilen SERS spektrumu

Alkin — DTNB modifiye altin nanogubuk ve azid modifiye silika ylzey arasinda
gerceklen klik kimyasi sonucu, etiket olarak kullanilan DTNB molekulinun protein
derisimine karsilik elde edilen 1330 cm™ band siddetlerinin [69] degerleri
kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafigi sekil 4.12.'te goérulmektedir. Grafikler
reaksiyona giren 0.0 — 0.145 mg/mL protein derigimleri i¢in hazirlanmis ve 0.0
mg/mL — 0.116 mg/mL protein derisim araliginda dogrusal kalibrasyon grafigi (R? =
0.9926) elde edilmigtir.
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Sekil 4.12. Klik kimyasiyla toplam protein tayini amaciyla heterojen sistemde farkli

protein derisimlerinde elde edilen kalibrasyon grafigi (R?=0.9934, y =
91595x + 2238.7)

Homojen sistemde toplam protein tayini

Klik kimyas! yardimiyla toplam protein etkilesimini gerceklestirmek icin homojen
sistemde azid modifiye altin nanopartiklller ve silika nanopartikiller kullaniimistir.
Bu amacla 650 pL alkin-DTNB ile modifiye edilmis altin nanogubuk ¢dzeltisi, 500 uL
protein standardi (BSA), 650 pL azid modifiye nanokire ¢ozeltisi ve 500 pL bidret
reaktif ¢ozeltisi sirasiyla karistirilmistir. Protein stok ¢ozeltisi olarak kullanilan
BSA’'dan 0.0 mg/mL — 0.206 mg/mL araliginda 0.1 M pH’si 7.4 olan fosfat tamponu
¢Ozeltisi ile hazirlanan dilisyonlardan elde edilen SERS spektrumlari sekil 4.13'de

verilmigtir.
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Sekil 4.13. Klik kimyasi temelli toplam protein tayininde homojen sistemde (silika
nanokure) farkli protein derisimlerinde elde edilen SERS spektrumu

Alkin — DTNB modifiye altin nanogubuk ve azid modifiye silika nanokureler arasinda
kimyasi sonucu, etiket olarak kullanilan DTNB molekulinin protein derigimine
karsilik elde edilen 1330 cm™ band siddetlerinin degerleri kullanilarak hazirlanan
kalibrasyon grafigi sekil 4.14’te gorulmektedir. Grafikler reaksiyona giren 0.0 — 0.206
mg/mL protein derisimleri igin hazirlanmis ve 0.0 mg/mL — 0.108 mg/mL protein
derisim araliinda dogrusal kalibrasyon grafigi (R? = 0.9996) elde edilmistir.
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Sekil 4.14. Klik kimyasiyla toplam protein tayininde homojen sistemde modifiye
silika nanokurelerle farkli protein derisimlerinde elde edilen kalibrasyon
dogrusu (R?=0.9988, y = 171138x + 6778.2)

Yontemin gercek orneklere uygulanmasi

Klik kimyasi yardimiyla toplam protein etkilesimini gergeklestirmek icin heterojen
sistemde azid modifiye silika yuzeyler ile 600 pL alkin-DTNB ile modifiye edilmis
altin nanogubuk ¢ozeltisi, 500 pL seyreltiimis sut érnedi ve 600 uL bitret reaktif
cozeltisi etkilesime birakildi. Homojen sistemde ise 650 uL alkin-DTNB ile modifiye
edilmis altin nanogubuk ¢ozeltisi, 500 uL seyreltiimis stt 6rnedi 650 uL azid modifiye
nanokure c¢ozeltisi ve 500 pL bilret reaktif ¢ozeltisi sirasiyla karistiriimigtir.
Reaksiyonlar sonucu yapilan SERS olgumleri ile elde edilen sinyal degerleri

kalibrasyon dogru denklemi yardimiyla degerlendirilmis ve gizelge 6.2’de verilmistir.

Heterojen sistemde gergek drneklerle elde edilen sinyaller siddetleri 1232.3, 982 ve
1193 seklindedir ve dogrusal derigim arahdinin altinda kalmistir ve bu sebeple farkli

ticari sut orneklerinde toplam protein tayini belirlenememistir.



Cizelge 6.2. Farkli sut orneklerinde nanopartikul tabanli klik kimyasi yontemiyle

homojen sistemde elde edilen toplam protein miktari tayini sonuglari

Seyreltme Ortalama SERS % Toplam Protein
Orani Sinyali Miktari

10 kat 8763 + 2004.9 0.53+0.54

100 kat 11691 + 1287.3 13.2+3.8

Homojen sistemde yapilan denemelerde gergek sut oOrneklerine uygulanan
seyreltme islemini takiben ultrasantrifij yapilmistir. Bu islemler sonucu oOlgim
yapilmis ve elde edilen sonuglar sutteki toplam protein miktariyla (%3.0-3.5) benzer

bulunmamisgtir.



5. SONUG VE ONERILER

Nanopartikll tabanli toplam protein tayini gelistirmek amaciyla c¢alismanin ilk
boluminde OPA molekuli kullaniimistir. Tespit edilen toplam protein miktarini
maksimum seviyede tutmak igcin OPA miktari, ME miktari ve pH degeri optimize
edilerek en iyi sonucu veren degerler analiz yonteminde kullaniimigtir. Gelistirilen
yontem kapsaminda oncelikle ME ile tamamlanmis OPA reaktif ¢cozeltisi hazirlanmig
ve protein ile etkilestikten sonra SERS adlgumleri i¢in optimize edilmis miktarda altin
nanogubuk ¢ozeltisi eklenmigtir. Tamamlanmis OPA ¢ozeltisi ile etkilesmis proteinin
olusturdugu yapidaki grup pikleri nanopartikul varliginda incelenebilmigtir ve artan
protein derisimine paralel bu piklerdeki artis yardimiyla kalibrasyon grafigi cizilmistir.
Dogrusal bolge 0.054-0.720 mg/mL arahginda belirlenmis ve gbdzlenebilme siniri
0.07 mg/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen analiz yonteminin gergek st
orneklerinde kullanilabilirligi test edilmis ve literatirde verilen degerlere benzerlik
gosterdigi saptanmistir. SERS yardimiyla OPA ile gergeklestirilien analiz yontemi
gercek orneklerde hizli, glivenilir ve hassas bir sekilde yapilabilecegini gostermigtir.
ileriki calismalarda yéntemin hassasiyetinin artirilmasi ve diger gercek drneklerde

etkin calismasi hedeflenmektedir.

Calismanin ikinci béliminde ise toplam protein miktar tayinini gerceklestirmek
Uzere klik kimyasi temel alinmigtir. Geligtirilen yontemde ortamda var olan protein
biuret reaktifinden gelen Cu*?yi Cu*? e indirgediginde alkin terminal tagsiyan DTNB
etiketli nanogubuklar azid modifiye edilmis nanopartikil ya da ylzey ile reaksiyona
girmektedir. SERS yardimiyla reaksiyon takibi yapilarak protein derisimine paralel
DTNB’deki sinyal artigi yardimiyla kalibrasyon dogrulari gizilmistir. Azid modifiye
olarak ylzeyin kullanildigi heterojen sistemde dogrusal bolge 0.029-0.116 mg/mL
araliginda belirlenmis ve gozlenebilme siniri 0.090 mg/mL olarak hesaplanmigtir.
Azid terminal olarak nanopartikullerin kullanildigi homojen sistemde ise dogrusal
bdlge 0.027-0.108 mg/mL arahdinda belirlenmis olup goézlenebilme siniri 0.040
mg/mL’dir. Gergek érnek denemelerinde klik kimyasi temelli geligtirilen bu yontemler
sadece seyreltme iglemi ile denendiginde, elde edilen sonuglar kalibrasyon dogrusu
araligina girememistir ve gergek ornek miktari belirlenememigtir. Bu durum en agik
olarak heterojen sistem denemelerinde gézlenmigstir. Seyreltme isleminin yanisira

ultrasantrifij islemi yapildiginda sonuglar tutarhlik gdéstermemistir. Bu durum



homojen sistemde ise elde edilen toplam protein miktarlarindan anlasiimaktadir.
Planlanan caligmalarda yontemin daha verimli ve gercek numunelerde etkili

olabilmesi kosullarinin arastiriimasi hedeflenmektedir.

Geligtirilen bu yeni iki yontemin geleneksel yontemlerle karsilastiriimasina iligkin

tablo Ek-1'de verilmistir.
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EKLER

EK-1. Nanopartikil varliginda Klik Kimyasi ( NP Klik) (homojen sistem) ve OPA (
NP OPA) yardimiyla geligtirilen ydntemlerin geleneksel yontemlerle
kargilastiriimasi.



Azot miktar Selat olusturma Selat olusum Selat olusum Sentez Boya Klik Sentez
Kimyasi
Teknik Titrasyon UV-VIS UV-VIS UV-VIS Spek. Floresans UV-VIS Raman$. Raman S.
Spektrofotometre Spektrofotometre Spek. Spek.
Duyarhhik - 1-10 mg/mL 0.5-1.5 mg/mL ~ Lowry 0.01-05 005-1.4 0.03-0.12 0.05-0.72
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
ﬁwm-.mmmg Tahsis azot Tris tampon, Tampeon tuzlari, EDTA _ Tampon ~Biuret _

kaynagl amonyak,indirgen seker  serbest fiyol gruplarn tuzlari
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