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ikinci Tez Danismani: Prof. Dr. Arif Ahmet BASARAN

Haziran 2016, 95 sayfa

Dopingle mucadele, sporcularin haksiz rekabetlerini engellemek amaciyla Dinya
Anti Doping Ajansi ( World Anti-Doping Agency, WADA)' nin yasakli maddeler ve
yontemler listesinde yer alan maddelerin detayli analizleriyle mumkun olmaktadir.
Eritropoetin (EPO), WADA tarafindan yayinlanan listede ‘peptit hormonlar ve
buyume faktorleri ve iligkili maddeler’ sinifinda yer alir ve 6zellikle dayanikhlik
gerektiren spor dallarinda ( ylzme, kosu, bisiklet gibi) kanin oksijen tasima
kapasitesini arttirdigindan dolayi doping maddesi olarak kullanilir. Ginimuzde
doping analizlerinde EPO tayini igin WADA’nin belirledigi elektroforetik ve Western
Blot teknikleri kullanilir. Ancak bu tekniklerin uygulanmasindaki zorluklar ve uzun
suren deney asamalarindan dolayl daha hizli ve kolay yeni analiz yontemlerinin
gelistiriimesi gerekmektedir. Bu ¢alismada biorad orijinli kontrol idrar matriksinden
oldukga dusuk miktarlarda bulunan Eritropoetin (EPO)’i hizli ve hassas bir sekilde
tayin edebilmek icin SERS o6lcimune dayanan iki farkli sandvig immunoanaliz

yontemi geligtirilmistir. Her iki yontemde de SERS probu (5-5-Ditiobis (2-



Nitrobenzoik asit), DTNB) olarak antikor ile modifiye edilmis altin nanogubuklar
kullaniimistir. Homojen sandvi¢ immunoanaliz yonteminde EPO, idrar
matriksinden antikor ile modifiye edilmis altin kapli manyetik nanopartiktller
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Manyetik nanopartiklller, altin nanogubuklar ile
etkinlestiriimistir ve sandvi¢ yontemle EPO analizi gergeklestirilmistir. Heterojen
sandvi¢ immunoanaliz yonteminde ise EPO’nun kati faz ekstraksiyonu’ndan sonra
altin nanocgubuklar ile etkinlestirilerek sandvig analizi gergeklegtiriimistir. Ayni
zamanda hedef protein EPO ile antikor bagh manyetik nanopartikiller arasindaki
secici baglanma SDS-PAGE ve Western Blot yontemleri ile kontrol edilmistir. EPO
derigimlerine karsi DTNB’nin 1335 cm-1 deki nitro grubuna ait sinyal siddetlerinin
grafie gegciriimesiyle kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Biorad orijinli kontrol idrar
orneklerinde EPO derisimi ve SERS sinyalleri arasindaki korelasyon 0 — 1000
pg/mL derisimleri arasinda dogrusal olarak bulunmustur (homojen sandvig sistemi,
R?=0.9692; heterojen sandvi¢ sistemi, R>=0.9320). Gelistirilen analiz sistemlerinin
secicilikleri ve hassasiyetleri incelenmis; idrar 6érnekleri Uzerinde uygulanabilir

oldugu gorulmusgtdur.

Anahtar Kelimeler: Altin kapli manyetik nanopartikil. Altin nanogubuklar, SERS,
Eritropoetin, DTNB, , Sandvi¢ immunoanaliz, SDS-PAGE, Western Blot.
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Fighting against doping is possible with detailed analysis of the prohibited
substances and methods in the list of the World Anti -Doping Agency to prevent
unfair competition of the athletes. Erythropoietin (EPO) takes place in the class of
the peptide hormones and growth factors and related substances in the list
published by WADA and especially is used as a doping agent in the demanding
sport endurance ( swimming, jogging, bicycle, etc. ) to increase the oxygen-
carrying capacity of the blood. Today in doping analysis, electrophoretic and
Western Blot techniques, which are determined by WADA, are used to detecting of
EPO analysis. However, the development of new analytical methods are required
faster and easier due to difficulties in the implementation of these techniques and
time consuming.

In this study, two different sandwich immunoassays based on surface enhanced
Raman Spectroscopy (SERS) were developed for fast and sensitive detection of
ultra trace amounts of erythropoietin (EPO) in biorad lypocheck urine matrix. In
both methods, antibody modified rod shaped gold nanoparticles were used as
SERS probe (5-5-Ditiobis (2-Nitrobenzoik asit), DTNB). In homogeneous assay,
EPO were extracted from biorad lypocheck urine matrix by using antibody
modified core shell-structured magnetic iron oxide gold nanoparticles. Magnetic
nanoparticles were activated with the gold nanorods and EPO analysis was



performed with sandwich assay. In Heterogenous assay, after solid phase
extraction of prohibited substances, sandwich assay with the rod shaped gold
nanoparticles was performed. The selective binding between the target protein
EPO and antibody bound magnetic nanoparticle was also monitored by SDS-
PAGE and Western blotting. The correlation between the EPO concentration in
urine and SERS signal was found to be linear within the range of 0—1000 pg /mL
(R?=0.96920 and 0.9320 for homogeneous assay and heterogenous assay,
respectively). The selectivity and sensitivity of developed analysis methods; it is
shown that the developed methods can be applied on urine samples.

Key Words: Gold coated magnetic nanoparticle, Gold nanorod, SERS,
Erythropoietin, DTNB, Sandwich immunoassay, SDS-PAGE, Western Blot.
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1.GIRIS

Doping ve dopingle mucadele, ginimuzde hem sporcular arasinda haksiz
rekabete neden olmasi hem de sporcu sagligini bozmasi sebebiyle profesyonel
sporlarda ¢ok 6nemlidir ve 6ncelidi gittikge artan konulardan biridir. Ik ¢aglardan
beri rekabet duygusu, yarismalarda rakiplerine kargi avantaj elde etmek ve
kazanma hirsi sik karsilasilan bir davranis seklidir. Bundan dolayi fiziksel ve
zihinsel performansi arttirmak icin cesitli maddeler ve bir takim ydntemler
sporcular tarafindan kullaniimaya baglanmigtir [1]. “Doping kavrami” dopingin
yasaklanmasindan itibaren giundeme gelmis ve tanimi zaman iginde degisikliklere
ugramistir. Doping, yarisma esnasinda sporcunun fiziksel ve mental gutcinu
arttirmak icin Dinya Anti-Doping Ajansi (WADA) tarafindan “yasaklanmis madde
veya yontemlerin sporcu tarafindan bilingli ya da bilingsiz olarak kullanimi” olarak
tanimlanmaktadir [2]. Yasakli madde ve yontemler listesi her yil WADA tarafindan

yayinlanarak yururlige girmektedir.

Eritropoetin (EPO) , WADA yasakli madde listesinde ‘peptit hormonlar ve blylime
faktorleri ve iligkili maddeler’ sinifinda yer alir [3]. EPO peptit yapisina sahip bir
hormondur ve insan vicudunda endojen olarak sentezlenir. Bobreklerden
sentezlenen EPO, kemik iliginde yer alan reseptorlere baglanarak eritrosit
sentezini uyarir [4]. Bu yizden  bisiklet yarigi, triathlon, ylizme ve maraton
kosusu gibi dayanikhlik gerektiren sporlarda kanin vicuttaki kaslara oksijen tasima
kapasitesini arttirdigindan dolayl doping amaciyla kullanilir [5,6]. EPO yasakl
maddeler ve yontemler listesine 1990 yilinda eklenmis olmasina ragmen ilk

dizenli ve etkili kontroli 2000 yilinda Sidney Olimpiyatlarinda yapilmistir [5,7].

Doping kontrol laboratuvarlari tarafindan EPO analizi, jel elektroforezi ve Western
Blot tekniklerinin birlikte kullaniimasiyla yapilir. EPO analizine yonelik cesitli
kromatografik yontemler gelistiriimeye calisiimis fakat basarili olunamamistir [8,9].
At yariglarinda rekombinant EPO kullanimini tespit edebilmek amaciyla gaz
kromatografisi klUtle spektroskopisi ile yapilan c¢alismada EPO analizii
yapilabilmistir [10,11]. Buna ragmen bu metotlar biyolojik sivilardan dusuk
miktardaki glikoproteinleri tespit edebilecek hassasiyete sahip dedgildir [9].Diger
kullanilan bir teknik ise peptit hormonlarin lektin ve glikoprotein modifikasyonlari
arasindaki farklari ayirmaya dayanan lektin mikroarrayleridir. Bu teknik, kuatle

spektroskopisine dayali tekniklere gére daha hassastir [12]. Bu ylzden EPO
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stimule edici ajanlarin tespitine yonelik kullanilan mevcut metotlarda karsilasilan
zorluklarin agilabilmesi ve idrar ya da kan matriksinden gok daha dugsuk miktarlari
tespit edebilmek amaciyla daha ucuz, segici ve hassas yontemlerin gelistiriimesine

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yuzeyde gugclendiriimis Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy SERS) hizli, duyarli, tahribatsiz analiz sagladigindan ve analitik
veriler elde edilebildiginden dolayi son yillarda dunya ¢apinda onemi gittikge artan
gUclu bir analitik tekniktir [13] ve Raman spektroskopisinin gelistiriimis bir ¢esididir
[14]. Raman tekniginin dezavantajlari (duguk tesir kesitli sacilma, zayif sinyaller
gibi) SERS ile ortadan kaldirilir ve Raman sacgiimasinin zenginlesmesini saglar
[15,16]. SERS, kesfedildigi glnden beri kimyasal ve biyolojik molekillerin
tanisinda kullanilan giicli bir analitik yontem olarak ilgi gekmektedir [17]. Ozellikle
metal ylzeyindeki molekullerin oryantasyonlarindan yola gikarak yapisal farkliliklar
ve konformasyonal degisikliklerin belirlenmesinde kullanilan bir tekniktir [18,19].
SERS tekniginin kesfedilmesiyle adli uygulamalar, farmakoloji [20,21] |,
mikrobiyoloji [22 ] , kanser arastirmalari [23 ] ve doping kontrol [24,25 ] analizleri

gibi bir gok alanda kullanilmaya baglanmistir.

Bu c¢alismada, doping kontrol analizlerinde kompleks idrar matriksinden oldukga
dusuk miktarlarda bulunan EPO’yu basit ve hizli bir sekilde tayin edebilmek igin
antikor ile modifiye edilmis nanopartikil tabanli SERS élgimine dayanan iki farkli

sandvi¢ immunoanaliz yontemlerinin gelistiriimesi amaglanmistir.



2. Genel Bilgiler

2.1.Eritropoetin
2.1.1.Eritropoetin Yapisi

Eritropoetin (EPO), dusuk oksijen seviyesine cevaben esas olarak bdbreklerden
salgilanan glikoprotein yapisinda endojen bir hormondur. Baslica Uretim yeri
bdbreklerin dig korteksindeki tlbulUsler arasindaki dar interstisyel aralikta yer alan
fibroblast benzeri hicrelerdir, fakat karaciger ve doku makrofajlari (kemik iligi,
dalak, akciger, testis , over ve santral sinir sistemi) gibi ekstrarenal dokularda da
eritropoetin sentezlenir [26 ]. Sentezlenen EPO, kemik iliginde eritroid progenitor
hicreleri uyarir ve eritrositlerin farkhlasmasini saglar [27]. Eritrosit olusumunu
uyaran ve eritrositler icin sitokin gorevi goren bir hormon oldugundan dolayi
hematopoetik buyume faktorudur. Eritropoezise neden oldugundan dolayi

eritropoezis stimule edici ajan (ESA) olarak da adlandirilir [28]

EPO, yaklasik olarak 30.4 kDA molekul agirliginda monomerik alfa globulindir
[29]. %40'in1 karbonhidrat olusturur ve 4a-heliks bagi igerir. Sialik asitle
zenginlesmis dort kompleks karbonhidrat zinciri ( sialik asit, heksoz ve N-asetil
glukoz amin ) vardir ve Ugu N-bagi, biri O-bagi seklindir (Sekil 2.1) [30]. mMRNA,
transkripsiyon sirasinda 193 aminoasit igceren protein kodlar, ancak 28
aminoasidini salinim sirasinda kaybeder ve olgun protein 165 aminoasitlik bir
yapiya sahiptir [31,32]. EPO geninin transkripsiyonunu uyaran baslica faktorler;
anemi, hipoksi ve oksijen duyarhlik yolaklandir [33]. EPO’nun hedef dokularda
aktivite gosterebilmesi igin posttranskripsiyonal glikolizasyonu sarttir  [34].
Hormonal peptidin glikolizasyonu, in vivo aktivite gdsterebilmesi i¢in zorunlu bir
intiyactir [35,36]. Proteinin yapisinda glikan zincirleri iginde c¢esgitli dallanma
formlari bulunur. Glikan zincirlerinin terminal sialik asit grubuna sahip olmasi ya da

olmamasi EPO’nun izoelektrik noktalarinin degismesine neden olur [ 37 ].
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Sekil 2.1. Modifiye eritropetinin molekuler yapisi [ 38 ]
2.1.2. Eritropoetin Metabolizmasi

EPO'nun dolasimdaki yarilanma omru 4-12 saattir ve diger glikoproteinler gibi
plazma klirensi olduk¢a yavastir [39] . Terminal siyalik asit reziduleri, glikoproteinin
karacigerde galaktoz reseptorlerine baglanmasina ve hicre igine alinmasina engel
olur. Ancak N-asetil néraminik asit kisminin yoklugunda, karacijerde galaktoz
baglayan reseptorler tarafindan hizhi bir sekilde dolagimdan temizlenir [39,40].
Bakterilerde Uretilen glikolize olmayan rekombinant EPO’nun, in vivo aktiviteye
sahip olmadigi ve karaciger tarafindan hizli bir sekilde metabolize edildigi
gOzlenmigtir [35,36].

2.1.3. Eritropoetin Uretiminin Diizenlenmesi

Dolasimdaki eritrosit sayisi EPO tarafindan direk olarak feedback mekanizmasiyla
kontrol edilmez, EPO (retiminin temel belirleyicisi doku oksijenizasyonudur. in
vitro c¢alismalarda oksijen duyarlihginin EPO dretimini mikrozomal karigik
fonksiyonlu oksidaz enzimi igceren bir hem proteini araciligiyla kontrol ettigi

gOsterilmistir [41]. EPO sentezini etkileyen temel faktérler sunlardir:



1-Dusuk kan oksijen kapasitesi: Dolagsimdaki EPO etkisini kanin oksijen tasima
kapasitesini buyuk oranda artirarak gosterir. Hemoglobin konsantrasyonu ile EPO
sentezini etkileyen faktorler arasinda zit bir aktivite mevcuttur [42,43]. Ornegin
hipoplastik anemilerde aneminin derecesine gore EPO aktivitesi artarken, malign
hastaliklarda ise aktivitesinde azalma gozlenir. Akut kanamalarda hem insanlarda
hem hayvanlarda EPO uretimi artarken kan transfuzyonunda uretimi baskilanir
[44].

2.Duslik arteryal oksijen basinci: inspiratuar oksijen basinci azaldiginda dokulara
giden oksijen miktari azalir ve bunun sonucunda hipoksinin derecesine bagl
olarak EPO dretimi artar. DUgsuk oksijen basincindan dolay! yuksek rakimlarda
yasayan Kigilerde hemoglobin ve hematokrit miktari yuksektir. Bu yukseklik kan

viskozitesinin ve kardiyak is yukanin artmasina neden olur [45].

3.Artmis kan oksijen afinitesi: Kan oksijen afinitesindeki artis EPO aretimini arttirir.
Orak hucreli anemide oldugu gibi oksijen afinitesinin azalmasi eritropoetin

sentezini azaltirken akut karbon monoksit zehirlenmesinde ise sentezi artar.

4. DUsuk bobrek kan akimi: Bobrek kan akiminin azalmasi sonucu oksijenlenme
bozulur ve EPO Uretimi artar. Boylece meydana gelen viskozite artisi nedeniyle
perfuzyon hizinda azalma ve doku hipoksisinde artis meydana gelir. Sonucunda
tekrar EPO Uretimi artar [ 39].

2.1.4. Eritropoetin Etki Mekanizmasi

EPO, eritroid kok hucre farklilasmasinin ve olgunlagsmasinin hormonal
duzenleyicisi olarak kabul edilir [46]. EPO kemik iliginde eritroid serinin oncu
hicreleri olan Burst-forming unit erythroid (BFU-E) , farklilasmig BFU-E ve Colony-
forming unit erythroid (CFU-E) Uzerine etkilidir. EPO’nun hedef hiicre Gzerindeki
etki mekanizmasi; BFU-E ve CFU-E hucrelerinin ylzeyindeki spesifik EPO
reseptorlerine (EpoR) baglanarak bu hicrelerin ¢ogalmasini, CFU-E’nin
proeritroblasta donusmesini saglarken proeritroblast ve bazofilik eritroblastlarin
proliferasyonunu artirmasi seklindedir. Olusan proeritroblastlar bir hafta igcerisinde
olgun normoblastlara, bunlar da retikulositlere déonutsur (Sekil 2.2) [ 44]
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Sekil 2.2. Oksijen ihtiyacina gore eritrosit Uretimini dizenleyen feedback sistemi

EpoR reseptortu tek transmembran alanli lineer bir proteindir ve transmembran
alani yapi olarak interlokin-2 reseptorunun beta zinciri ile benzer yapidadir.
EPO’nun reseptore baglanmasini takiben EPO-reseptor kompleksi hlcre igine
alinir ve sitoplazmada GTP-baglayici protein araciligiyla tasinir ve hucre ici
serbest kalsiyum konsantrasyonunda hizli bir sekilde artis gerceklesir. Mesajin
nikleusa nasil tasindigi net olmamakla birlikte, hedef hicre ntkleusunda protein

kinaz C aktivasyonunu ve protein fosforilasyonunu uyardigi dagtunutlmektedir [ 47]
2.1.5. Rekombinant insan Eritropoetin (rEPO) Formlari

insan idrar EPO’sunun saflastiriimasi ile benzer biyolojik aktivite, molekiil agirhig
ve amino asit dizilisine sahip iki fraksiyon (alfa ve beta ) tespit edilmistir fakat
bunlarin elektroforetik hareketliligi ve karbonhidrat icerigi farklidir [ 31,48,49].
idrardan EPO’nun saflastiriimasi, insan EPO’sunu kodlayan insan genomik
DNA’sinin klonlanmasina ve izolasyonuna olanak verir. Memeli hiicre kulturlerinde
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak Uretilen EPO preparatlari bdbrek
yetmezligine ya da kanser kemoterapisine bagll anemilerin tedavisinde
kullaniimaktadir [50]. Cok cesitli farmakolojik EPO preparatlari mevcuttur. Bu

formlarin Uretiimesinde farkli konak hicreleri kullanilir. Mevcut insan rEPO formlari



‘epoetin  alfa, beta, delta, gama ve omega seklinde isimlendirilir. Epoetin alfa ve
beta Cin hamsteri over (CHO) hicrelerinden elde edilirken, epoetin omega bebek
hamster bébrek hiicrelerinden elde edilmistir [51]. ikinci kusak rEPO
preparatlarindan delta ise insan over hucrelerinden elde edilmistir. Diger ikinci
kusak rEPO preparatlari darbepoetin alfa (‘Novel Eritroid-Stimulating Protein,
NESP ve Continuous Erythropoietin Receptor Activator, CERA)’dir. NESP, CHO
hicrelerinde epoetin alfa’nin protein ¢ekirdegine ekstra iki glikan zinciri
eklenmesiyle Uretilir. Eklenen iki glikan zinciri yapinin biyolojik aktivitesini ve
yarilanma omrinu 2 kat artirir. Ayrica molekul agirhgint 37 kDA'na cikarir [52].
CERA ise epoetin beta’nin ya N-terminal ya da lizin aminoasitlerinin primer amin
gruplarina polietilen glikol gruplarinin eklenmesiyle Uretilir. PEG gruplarinin
eklenmesi CERA'nin kandaki yarilanma émrinu yaklasik 7 kat artirir ve molekdl
agirhgini 60 kDA’na cikarir [53]. Son yillarda yeni ESA'lar da (Eritropoetin Flzyon
proteini, EPO-Fc ve Peginesatide gibi) kullaniimaya baglanmistir [54].

2.1.6. Rekombinant Eritropoetinin Sporda Kullanimi

Doping etkisi yaratan madde veya yontemlerin kullanimi, hem sporcu saghgini
kisa ve uzun vadede olumsuz etkilemesi ve hatta dlimle sonuclanabilecek
durumlara neden olmasi hem de haksiz rekabete zemin hazirlamasi sebebiyle
spor etigi ile bagdasmamaktadir. Bu nedenlerle doping; WADA, Uluslararasi
Olimpiyat komitesi (IOC), Avrupa Futbol Federasyonlari Birligi (UEFA),
Uluslararasi Futbol Federasyonlari Birligi (FIFA), Uluslararasi Basketbol
Federasyonu (FIBA) gibi uluslararasi spor organizasyonlari tarafindan
yasaklanmistir [55] . WADA tarafindan yayinlanan doping yodnetmeligi ve
siniflamasina giren yasakli maddeler ve yontemler su sekilde siniflandirilir;

A. Kullanimi Her Zaman Yasakli Olan Maddeler (Yarisma ici ve Yarisma Disl)
S0. Onaylanmamis Maddeler

S1. Anabolik Maddeler

S2. Peptit Hormonlar, Biiyiime Faktorleri ve iligkili Maddeler

S3. Beta-2 Agonistler

S4. Hormon ve Metabolik Modulatorler

S5. idrar Séktiriiciiler ve Diger Maskeleyici Maddeler



B. MUSABAKA SIRASINDA KULLANIMI YASAKLI MADDELER
S6. Uyaricilar

S7. Narkotikler

S8. Kannabinoidler

S9. Glukokortikosteroidler

C. YASAKLI YONTEMLER

M1. Kan ve Kan Bilesenlerine Mudahale

M2. Kimyasal ve Fiziksel Mudahale

M3. Gen Dopingi .

Eritropoetin, WADA vyasakli madde listesinde peptit hormonlar ve buyume
faktorleri ve iligkili maddeler sinifinda yer alir [3]. Bisiklet yarisi, triathlon, yizme
ve maraton kosusu gibi dayanikhlik gerektiren sporlarda kanin vicuttaki kaslara
oksijen tasima kapasitesini arttirdigindan dolayr doping amaciyla kullanilir [5,6].
Sportif organizasyonlarda EPO kullanimi 1990 yilinda olimpiyat organizasyonlari
tarafindan yasaklanmistir. Ancak o yillarda rEPO’nun tespitine yonelik analiz
yontemleri mevcut degildi. EPO analizi ilk kez, Sydney'de (Avustralya)
gerceklestirlen 2000 Yaz Olimpiyatlarinda uygulanmigtir. Analizin gecerliligi
Uluslararasi Olimpiyat komitesi (IOC) tarafindan idrar ve kan numunelerinin
incelenmesiyle saglanmistir. Vicuttaki rekombinant EPO varligini géstermek igin
uygulanan hematolojik test sonuglarinin gecerliligi, idrar numunelerinin analiziyle
dogrulanmistir. 2003 yilinda Dunya Anti-Doping Ajansi (WADA) Yurutme Kurulu
badimsiz arastirmacilarin raporlarina istinaden rekombinant EPO kullaniminin

sadece idrar numuneleri Uzerinden tespitini yeterli gormustar [56 ].

Sportif performansi arttirmaya yoénelik EPO kullaniminin sporcu saghgini tehdit
eden ¢ok ciddi yan etkileri bulunmaktadir. EPO’nun kanin viskozitesini arttirmasina
bagh olarak felg, kalp hastaliklari, dokularda oksijen perfuzyon bozukluguna bagh
nekrozlar, beyin ve akciger embolileri gibi bircok dlumle sonuglanan hastaliklara

yol agmasi s6z konusudur[57,58 ].



2.1.7. Rekombinant Eritropoetinin Tespitinde Kullanilan Metotlar

Sporcular tarafindan EPO kullanimi Uluslararasi Olimpiyat Komitesi ( tarafindan
1990 yilinda yasaklanmistir [5,6]. Yaklasik on yil sonra Fransa Ulusal Anti-Doping
Laboratuvari tarafindan yurGtllen bir galisma sonucunda arastirmaci Frangoise
Lasne EPO’yu sporcu idrarinda tespit edebilecek direk dlgim teknigi gelistirmistir
[5]. Daha onceleri sporcularin EPO kullanimini tespit edebilmek icin sadece
indirekt metotlar kullaniimaktaydi. indirekt testlerde sporcularin hemoglobin
dizeylerinin normalden daha yiksek olup olmadigina bakiliyordu. Sadece bu
testler kullanilarak EPO dopingi onaylanamaz. Cunki normal hemoglobin

duzeyleri dnemli 6l¢ide degismektedir [59].

EPO tespitine yonelik gelistirilen yéntem jel elektroforezi ve Western Blot
tekniklerinin birlikte kullanimina dayanir. Jel elektroforezi; protein ve nikleik asit
gibi  yUkli makromolekiilleri; baydkliklerindeki, elektrik yulklerindeki ve
yapilarindaki farkhhklari kullanarak ylksuz bir ortamda birbirinden ayirt etmek icin
kullanilan bir yéntemdir. Sahip olduklari fosfat gruplarindan dolayi sabit negatif
yuke sahip ntkleik asitler, elektroforez sirasinda jel tzerinde pozitif kutuba dogru
gO¢ ederlerken aminoasit, protein gibi makromolekuller ise elektriksel alanda net
yuklerine bagli olarak pozitif ya da negatif kutuba dogru go¢ ederler. Protein ya
da DNA/RNA elektrik alanina maruz birakildiklarinda sahip olduklari ytkleri ile
dogru orantili fakat sekilleri ve buyukltkleri ile ters orantili bir hizda goé¢ ederler. Bir

molekulun jel elektroforezinde go¢ hizini etkileyen tg¢ dnemli faktor vardir:
1. Uygulanan elektriksel alan gucu,

2. Molekultun sahip oldugu net yuku

3.Elektroforez ortaminin yogunlugudur.

Proteinlerin analizinde gesitli jel elektroforez gesitleri mevcuttur:

1. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE): Bu ydontemde Akrilamid polimerlerinden
olusan jeller proteinlerle molekul agirligi 500 bg¢’nin altindaki nukleik asitleri

ayirmak amaciyla kullantlir.

2. Agaroz jel elektroforezi: 50 kb¢'nin altindaki nukleik asitleri ayirmak amaciyla

kullanilan ve esas yapisi agarozdan meydana gelen bir elektroforez teknigidir.



3. Pulsed Field Jel elektroforezi: 10 Mb’nin altinda molekul agirligina sahip

makromolekulleri ayirmak amaciyla kullanilan bir elektroforez teknigidir.
4. Nisasta elektroforezi [60].

Gunumuzde rekombinant eritropoetin ve analoglarinin tespitinde WADA tarafindan
onaylanan ( WADA Technical Document- TD2015EPO) teknik dokimanda Ug
farkll PAGE teknigi tanimlanmistir ( Cizelge 2.1) [54]. Bunlardan ilki izoelektrik
Odaklama (IEF)dir ve EPO tespiti igin Frangoise Lasne tarafindan geligtirilen ilk
tekniktir. IEF-PAGE, hareket dogrultusunda degisen pH’a sahip olan dengeli pH
gradientli bir ortamda harekete bagli olarak proteinlerin ayrilmasina dayanan bir
tekniktir. Proteinler, izoelektrik noktalarinin esit oldugu pH’a kadar jel Uzerinde
hareket ederler. Net yukin 0 oldugu pH’da proteinlerin hareketi son bulur. IEF’de
bir proteinin izoelektrik noktasi ¢ok dar bir pH araliginda bulundugundan protein
bantlar ¢ok belirgindir. Cunku protein difuzyonu pl'ye esit olan pH’a kadar yuk
kazanarak hareket eder ve bu pH'da hareket sonlanir. Daha sonra elektroforetik
guglerin etkisiyle bir miktar geriye dogru hareket eder. Bu teknikle proteinler,
izoelektrik noktalarina, dolayisiyla da ylklerine gore olduk¢a hassas bir sekilde
ayrilirlar. izoelektrik nokta degerlerinde ¢ok diisiik pH farki olan protein molekdilleri

bile ayri bantlar seklinde gdzlenebilirler [5].

WADA'nin teknik dokumaninda yer alan diger teknikler ise Sodyum Dodesil Sulfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi( SDS-PAGE) ve Sodyum Sarcocyl Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SAR-PAGE)’dir [54]. Her iki teknikte de ayrim, proteinlerin molekul
agirliklarina gore gergeklesir. Proteinin molekul buayukligu ve konformasyonu,
bulundugu ortamdaki hareketliligini etkiler. PAGE de vyizey aktif madde olarak
kullanilan SDS ve SAR proteinlerin U¢ boyutlu  yapisini olusturan hidrofobik
etkilesimleri kirar ve yapisinda bulunan negatif yUkleri ile protein molekulinin
etrafini sararak, proteinin negatif yiklenmesine neden olur. PAGE’de kullanilan
deterjanlar sahip olduklar hidrofobik kuyruklari sayesinde polipeptit zincirine
baglanir. Bu yizden SDS/ SAR denatire olmus proteinleri yiksek miktarda negatif
yuk kazandirir. Bu yUk proteinler Uzerinde bulunan yukleri kapatir ve proteinlerin
jelde yuklerine gére degil molekll buyuklUklerine gore ayrilmasini saglar. Ayni
zamanda proteinin U¢ boyutlu yapisini, katlanmalarini saglayan baglari kirarak
proteinin lineer bir yapi kazandirir. BoOylece SDS/SAR ile etkilesime giren
numuneler elektriksel ortamda molekul agirliklarina gore ayrilirlar [60,61]. SAR-
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PAGE ozellikle yapisinda Polietilen glikol (PEG) zinciri tagiyan EPO analoglarinin
ayrilmasinda kullanilan bir tekniktir [54,61]

Tarama Testi Prosediiru Dogrulama Testi Prosediiru
Metot Pozitif Analitik Metot
Bulgu
rEPO SDS-PAGE /SAR-PAGE

IEF ve/veya SAR-PAGE

NESP IEF-PAGE / SDS-PAGE / SAR-PAGE
CERA IEF-PAGE / SAR-PAGE

SAR-PAGE EPO-Fc SDS-PAGE /SAR-PAGE

SDS-PAGE veya SAR-PAGE Peginesatide SDS-PAGE /SAR-PAGE

Cizelge 2.1. Kanda ya da idrarda ESA’larin tespitinde kullanilan elektroforetik
yontemler [54] .

Tam bu kullanilan jel elektroforez teknikleri Western Blot teknigi ile birlestirilmigtir.
Western Blot, biyokimya ve molekiler biyolojide proteinlerin ayriimasinda
kullanilan ¢ok yaygin bir tekniktir. Bu yontemde jel elektroforezi ile ayrilan
proteinler uygun bir tampon yardimiyla elektrik akimi altinda kagit membranlara
aktariir. Daha sonra membrana aktarilan proteinler, spesifik antikorlar ile
isaretlenirler. Membranda yer alan antikor ile isaretlenmis protein bantlarinin
kontrol  bantlariyla karsilastiriimasiyla  protein  analizleri  gergeklestirilir.
Membrandaki bantlarin varligi kemiliminesans kamera (CCD) ile goruntulenir
[60]. Western Blot teknigi uygulanmasinda tek blotting basamagi vardir fakat
WADA tarafindan onaylanan teknikte iki kez blotting islemi gergeklestirilir. Bu islem
“Double Blotting “ olarak adlandirilir [5].

WADA tarafindan onaylanan bu tekniklerin uygulamasinda pek ¢ok kritik faktor yer
almaktadir. Ornegin 6rnek hazirlama agsamasinda oldukga yiksek miktarda (20
mL) idrar numunesi ile baslanmasi ve EPO tespitinin yapilabilmesi igin idrarin en
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az 400 kat konsantre edilmesi gerekmektedir [5,54]. Bu maddelerin tarama ve
dogrulama analizlerinde farkli elektroforetik tekniklerin kullanimi  zorunlu
kilnmaktadir. EPO analizlerinin tespitinde oldukga fazla miktarda yonteme,
kimyasala, zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ylzden EPO stimule edici ajanlarin
tespitine yonelik kullanilan mevcut metotlarda karsilagilan zorluklarin asilabilmesi
ve idrar ya da kan matriksinden ¢ok daha dusuk miktarlar tespit edebilmek
amaclyla daha ucuz, segici ve hassas yontemlerin gelistiriimesine ihtiyag
duyulmaktadir. Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte birgok yeni nesil tani kitleri

cesitli yontemlerle tasarlanmaktadir.
2.2. Raman Spektroskopisi

Raman etkisi olarak bilinen bu fenomen, fotonlarin elastik olmayan sacgiimasidir.
Bazi molekiller tarafindan sacilan az miktardaki i1sinin dalga boyunun gelen
demetin dalga boyundan farkli oldugunu ve dalga boyundaki kaymalarin
sacllmaya neden olan molekullerin kimyasal yapisina gore degistigini ortaya koyan
bu fenomen Hintli fizikgi C.V. Raman tarafindan 1928 yilinda bulunmustur. Bulusu

ve sistematik aciklamalariyla 1931°’de Nobel Fizik Odli kazanmistir [62, 63].
2.2.1 Raman Spektroskopisi Caligma Prensibi

Spektroskopik bir teknik olan Raman spektroskopisi, bir numunenin gérunur bolge
ya da yakin-IR monokromatik 1sindan olusan gugcli bir lazer kaynagiyla
iIsinlanmasiyla sacilan isinin belirli bir agidan (genellikle 90 derece )dlgimine
dayan bir tekniktir [64]. Seffaf bir ortamdan gecgen i1sin demetinin radyant gacinun
bir kismi, demetin gelis yonlne gore gesitli acilarla her yonde sagilim gosterir. Isik
saciimasi sirasinda sagcilan isigin dalga boyu ile gelen 1s1gin dalga boyu ayni ise
elastik bir sagilma olan Rayleigh sagilmasi meydana gelir [65]. Sayet tanecikler bir
ossilator gibi davraniyor yani titresim ve donme hareketlerinden 6tlru sacilan
Is1gin dalga boyunda degisim meydana geliyorsa, buna “Raman Sag¢iimasi veya
Raman kaymasi” adi verilir ve 1siIk demetinde yer alan tanecikler ile ortamda
bulunan molekullerin ¢arpismasi sonucu olusan elastik olmayan saciimadir
[65,66]. Sacilan Raman fotonlari, molekdillerin titresim dizeylerine bagli olarak ya
digsuk ya da ylksek enerjilidir.  Fotonun kazandigi ve kaybettigi enerji
degisiminden yararlanilarak molekullerin titresim duzeyleri hakkinda bilgi elde edilir

[67]. Raman saciimasi olarak adlandirilan elastik olmayan isik sagilmasi iki farkh
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yolla gerceklesir (sekil 2.3). Bunlardan ilki saciima frekansinin baglangig
frekansindan daha dusuk oldugu Stokes sacgiimasidir. Bu tur sagilmalarda gelen
fotonun enerijisi sacilan fotonun enerjisinden daha buyuktir [66]. Sacgiima frekansi
baslangi¢c frekansindan daha blylk ise Anti-Stokes sagilmalari gergeklesir ve
gelen fotonun enerjisi sacgilan fotonun enerjisinden daha dusuktir. Anti-Stokes
sacilmalari, daima karsiligi olan Stokes sagilmalarina gore daha zayiftir. Raman
spektrumlari, sagilmaya neden olan molekullere 6zgudur ve bu ozelliklerinden
dolay! analitik ¢calismalarda 6n plana ¢ikmistir [68,69]. Spektrumlar, dalga sayisi
kaymasi ‘Ao’ nun kaynak hattina gore grafige gecirilmesiyle cizilir. Cok siddetli
piklere sahip olan Stokes pikleri, Ac (cm™ cinsinden kayma) dlsiik dalga boylarina
gore degerlendirilir. Yani, Ao =os — o; as 6zel kaynak hattinin dalga sayisi (cm™),
o Raman pikinin dalga sayisidir. Raman hatlarinin Gstiinde verilen sayilar Raman
kayma degerleridir (Av cm) [67] . Sacilan 1sinda Raman kaymasi olabilmesi igin,
molekullin titresimi sirasinda fotonun frekansina esit frekansli olarak polarize
olabilme degisikligine ihtiyag vardir yani gegcici bir dipol momentinin olugmasi
gerekmektedir [70] . Titresim spektrumu incelendiginde bir bilesigin yapisini
aydinlatmaya yardimci olmakla birlikte, yapidaki bag turleri ve fonksiyonlu gruplar
hakkinda énemli bilgiler verir [13,70] . Bir bilesigin titresim spektrumu o bilesige
Ozgudur. Titresim spektrumunu olusturan IR ve Raman sinyalleri birbirlerini
tamamlamaktadir [62]. Dipol moment degisimine yol agan polar baglarin ve
asimetrik titresimlerin IR'de guglu sinyal verirken, Raman’da ¢odu zaman zayif
sinyal verdikleri gézlenmistir. Polarizasyon degisimine neden olan apolar baglar ve
simetrik titresimler ise Raman’da guglu sinyal verirken IR’de zayif sinyal verirler.
Molekullerin yapisinda bulunan -C=C-, -CN-, -N=N-, -S-S- ve -C-O-C- gibi
kimyasal baglar titresimleri gug¢li Raman sinyali verirler. Raman, IR’nin
tamamlayicisi olup IR'de goézlenmeyen zayif titresimler daha iyi gdézlenir ve
molekulin yapisi ve nitel analizi hakkinda dogru sonuglar elde edilebilmektedir
[71,72] .
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Sekil 2.3. Enerji diyagrami Uzerinde Raman sacilimlari [66].

Raman teknigi kullanilarak organik, inorganik ve biyolojik orneklerin nitel ve nicel
analizleri gergeklestirilebilmektedir [73]. Raman spektroskopisi, sulu c¢ozeltilerle
calismaya olanak verdiginden inorganik sistemlerin analizinde infrared
spektroskopisine gore daha iyi sonuglar vermektedir [74]. Raman calismalarinda
koordinasyon  bilesiklerini  olusturan  atomlarin  yapisi ve  kararlihdi
incelenebilmektedir. Ayrica olefinler gibi bazi organik bilesiklerin Raman
spektrumunda infrared spektrumuna gore daha fazla bilgi elde edilir [75]. Hem
Raman hem de infrared spektrumu incelendiginde fonksiyonel gruplarin
tanimlandigi bolgeler ve Ozel bilesiklerin belirlenmesinde yararlanilan parmak izi
bolgeleri vardir [20]. Raman spektrum kataloglari referans olarak kullanilarak
organik bilegiklerin tanimlamasi yapilir [76]. Raman spektroskopisi 0Ozellikle
biyolojik sistemlerin analizinde ¢ok o©Onemli sonuglar vermektedir. Raman
saciliminin invaziv olmayisi, mikroskop ile cihazin bir arada ve 6rnegin ¢ok az
miktarinin bile inceleme icin yeterli olmasi gibi avantajlarina sahip olmasindan
dolay! adli uygulamalarda analitik teknik olarak kullaniimaktadir [20,21]. Raman
teknigi, hizli ve basit bir teknik oldugu icin alkollu iceceklerin belilenmesinde,
banknotlarin Gzerinde, tirnaklarda, kiyafetlerde ve iceceklerde uyusturucu tespit
edilmesi gibi gesitli adli uygulamalarda etkili ve ¢ok yonlu analitik teknik oldugu

kanitlanmigtir [77] . Raman son yillarda; bakterilerin tar, cins ve suslarinin dogru
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siniflandiriimasinda, hizli tanimlanmasinda ve biyokimyasal karakterizasyonlarinin

tayin edilmesinde yaygin olarak kullanilan spektroskopik bir tekniktir [22] .

Ayarlanabilir lazerlerin geligtiriimesiyle yeni Raman Spektroskopik yontemler
geligtiriimigtir. Gelistirilen yontemlerden biri; bir maddenin elektronik absorpsiyon
piki ile ayni ya da ¢ok yakin bir frekanstaki lazer 1sik kaynaginin kullanildigi
Rezonans Raman spektroskopisidir. Yontemin hassasiyet ve seciciligi oldukga
yuksektir. Bu yontemde yerel 1sinmayla numune bozulur fakat lazer demetinin
gectigi numunenin dondurualmesiyle ya da puslu demet kullaniimasiyla numunenin
hasar gormesi engellenmeye caligilir. Diger Raman yontemi Koherent Anti-Stokes
Raman Spektroskopisidir (CARS). CARS’da, Raman Spektroskopisinde
karsilasilan dusuk verim, gérundr ve ultraviyole boélgeyle sinirlama ve floresanstan

etkilenme gibi bazi sorunlar ortadan kalmistir [20].

2.2.2 Raman Spektroskopisi Bilegenleri

Modern Raman spektroskopisi cihazi dort temel bilesenden olusur:
1.Siddetli bir 1s1k kaynagi

2.Numune aydinlatma ve toplama sistemi

3. Dalga boyu secicileri (spektrofotometre veya filtre)

4. Algilama ve bilgisayar kontrol sistemi.( Sekil 2.4)

Raman Spektroskopisinde, 1sik kaynagi olarak farkh lazer kaynaklari vardir
(Cizelge 2.2). En ideal lazer kaynagdi su sogutmali argon iyon lazer kaynagidir
[78,79].
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Sekil 2.4. Raman spektroskopisi bilesenlerinin sematik gosterimi [78].

Lazer Tipi Dalga Boyu (nm)
Argon iyon 488.0 veya 514.5
Kripton iyon 530.9 veya 647.1
Helyum-neon 632.8

Diod 785 veya 830
Nd-YAG 1064

Cizelge 2.2. Raman spektroskopisi i¢in kullanilan bazi lazer kaynaklari [79].
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2.3. Yuzeyde Gugclendirilmis Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced

Raman Spectroscopy, SERS)

Raman spektroskopisi, analitik kimya ve biyokimyada yaygin olarak kullanilan bir
teknik olmasina ragmen en buylUk dezavantaji dusuk tesir kesitli sagiimadir ve
zayif sinyal veren bu sacilimlar floresans veya elastik sacilan 1sin tarafindan
engellenirler. Raman tekniginin bu dezavantaji SERS ile ortadan kaldiriimaya

calisilir [80].

SERS tekniginin kati metal ylzeyler Gzerinde Raman sinyallerinin arttirabilecegini
ilk kez Fleischmann ve ark. tarafindan bulunmustur [81]. Gugli molekuller
spektroskopi teknigi olan SERS; altin, gumus, bakir gibi koloidal nanometal
taneciklerin yuzeyinde ya da bu metal nanopartikullerin puruzlendirilmis
yuzeylerinde adsorblanmig molekullerin Raman spektrumlarinin elde edilmesidir
[15,82]. SERS cgalismalarinda Raman sagiliminin yogunlugunun artmasi temel
olarak plazmonik 06zellikteki nanoyapilarin yakin olmalarindan kaynakl ortaya
cikan elektromanyetik etkilerden kaynaklanmaktadir. Metal nanopartikillerin
yuzeyinde meydana gelen plazmon rezonansi onemli derecede lokal yuzey
artisina neden olur [83,84]. ve bu sayede molekullerin Raman sagilim sinyalleri
102-10*4 kat artar [85].

SERS teknigini aciklamaya c¢alisan iki temel mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan
en yaygin olani, gelen radyasyon ile lokal elektrik alaninin artigina neden olan
nanopartikullerin kendi etrafinda olusturduklari yuzey plazmonlar arasindaki
etkilesimi  aciklayan  elektromanyetik  zenginlestirmedir.  Elektromanyetik
zenginlestirme, plazmonik materyalin yapisina ( cinslerine ve buyukligine) gore
degismektedir. Diger mekanizma, metalik yuzey ile molekul arasinda sekillenen
yuk transferinden kaynaklanan kimyasal zenginlestirmedir [85]. . Teorik olarak
hesaplanan, kimyasal zenginlestirme faktori 10% iken, elektromanyetik
zenginlestirme faktori  1019-10'Vdir. Toplam SERS zenginlestirme faktord,
elektromanyetik ve kimyasal zenginlestirme mekanizmasinin bir kombinasyonudur
[86]. SERS calismalarinda, rezonans Raman etkisi dnemli rol oynar. Ylksek
rezonans Raman cross-section (kesisim bolgeleri) olan molekuller SERS substrati
olarak kullanilirlar. Raman sac¢iimasinin zenginlesmesini saglayabilmek i¢in, SERS

aktif substratlar gelistiriimistir. SERS aktifligi 3 faktore baghdir:
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1.0ptik gelistrmede kullanilan plazmonik nanoyapi tarafindan olugturulan

elektromanyetik alan
2.Inceleme altinda molekiiliin gercek Raman dzellikleri( kesit alan)
3.Molekllin plazmonik yuzeye afinitesi (adsorban-adsorbant iligkisi) [86,87]

SERS, kegfedildigi glnden beri kimyasal ve biyolojik molekullerin tanisinda
kullanilan giiglii bir analitik yontem olarak énemli bir ilgi gekmektedir. Ozellikle
metal ylzeyindeki molekillerin oryantasyonlarindan yola ¢ikarak yapisal farkhliklar

ve konformasyonal degisikliklerin belirlenmesinde kullanilan bir tekniktir [87].

Proteinlerin yapisal ve fonksiyonel galigmalarini arastirmak amaciyla birgcok metot
kullaniimaktadir. Proteinlerin tanimlanmasinda genellikle proteinlerin ayriimasi ve
purifikasyonu icin SDS-PAGE, Western Blot, ELISA, HPLC ve kitle spektroskopisi
gibi geleneksel yontemler kullanilir. Kuitle spektroskopisi parmak izi ve
biyoinformatik, protein sekanslari ve Gg¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesinde birlikte
kullanitlir.  X-ray Kristallografisi ve NMR spektroskopisi protein yapilarin
belirlenmesinde kullanilan diger tekniklerdir. Proteomiks caligmalarinda, yuksek
verimli protein analizleri i¢in yeni tespit metotlarinin geligtiriimesi kacginiimazdir.
Bircok biyolojik metodun, zaman kaybi, buyuk oranda malzeme kullanimi, verimi
duguk analiz sonugclari gibi dezavantajlari vardir [19,88]. Dar emisyon bantlarina
sahip molekuler floroforlarin kullanildigi floresans tabanli metotlarin multipleks
degildir. Bu ylzden tespit sinir hassasiyeti disuktir. Buna karsin, fotostabilite ve
spektral multipleks 6zelliklerine sahip SERS tabanli metotlarin floresans tabanli
metotlara gbére oldukga ylksek avantaji vardir [19,89]. Ayni zamanda
kemiluminesans metotlardan daha ustindur. Protein tanimlanmasinda ve protein-
ligand etkilesimlerinin belirlenmesinde SERS tekniginin Ustinlagu goésterilmistir
[89].

Protein ve diger biyolojik molekulerin tespitinde etiketsiz ve Raman-etiketli boyalar
olarak iki farkli SERS stratejisi kullaniimaktadir. Etiketsiz stratejide SERS aktif
substrat Uzerindeki protein adsorbsiyonu ve proteinin titresimine bagli olarak
dogrudan tespit edilir. Elde edilen titresim bilgilerinden elde edilen spektrumlar
standart spektrumlar ile karsilastinlarak proteinin tanimlamasi yapilir [89] .
Ornegin hemoproteinler ( sitokrom ¢, miyoglobin, hemoglobin) SERS teknigi ile iyi

karakterize edilmis yapilardir [90,91]. Diger stratejide ise Raman etiketli boyalar
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hedef proteine baglanarak dolayli olarak tespit edilir. Cesitli boyalarin kullanildigi
(Cy3, Cy5, DTNB) metal nanoproblar hedef proteinin tespitinde kullanilirlar. Dolayh
metotta, hedef proteinin tespiti Raman etiketli boyalar ile yapilir [92,93] . Raman
etiketli boyalarin kullanildigi dolayli metotta, daha dusuk tayin limitleri elde edilir.
Dolayl metot dogrudan metotla kiyaslandiginda, gergcek ve kompleks matrikslerin

analizi daha kolaydir ve daha uygun ve guvenilir bir metottur [94]
2.3.1. SERS aktif Substratlan

SERS tabanli protein ve DNA calismalarinda genellikle metal nanopartikil
kolloidleri ( gumus, altin, bakir gibi), metal elektrotlari, bu metaller kullanilarak

olusturulan ince film ylzeyleri ve protein aracili substratlar kullaniimaktadir [19]
2.3.1.1. Metal Nanopartikiller

Nanopartiktller, boyutlari 1-100 nm arasinda degisen inorganik koloidal
bilesiklerdir. Sentetik veya dogal kaynakli bir makro molekilden meydana gelirler.
Nanopartikuller sahip olduklari essiz 6zelliklerden dolayi (elektron tutucu etki,
gecici miknatislik 6zelligi, ylzey plazmon rezonansi gibi) c¢esitli uygulama
alanlarinda aktif olarak kullaniimaktadirlar ve cesitli fonksiyonlar kazandirabilmeleri
nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca entegre edilirler [95,96,97]. Nanopartikilleri
bu kadar egsiz Ozelliklerde kilan en carpici Ozelligi maddelerin belli boyut
araliginda hacimsel yapilarindan farkh olarak olagandisi 6zellikler ve farkh
gorevler Ustlenmektedirler [87]. SERS tekniginde substrat olarak kullanilan
nanopartikillerin boyutlari SERS aktivitesi i¢cin dnemlidir. Metal nanopartikillerin
boyutlarina goére sahip olduklari lokalize yluzey plazmon rezonansi degisiklik
gOsterir ve bundan dolayi metal nanopartiktl boyutu ve SERS aktiviteleri arasinda
guclu bir iligki bulunmaktadir [98,99]. Yapilan galismalarda, boyutlari 11 nm’den
daha kiclik olan nanopartikiller zayif SERS aktivitesi gosterirken, daha buyulk
boyutlara ( 43 -97 nm) sahip olanlar daha guglu SERS aktivitesi gosterirler [100].
Gugli SERS sinyalleri elde edebilmek icin uygun nanopartikil boyutlarinin ve
yuzey plazmon rezonansini uyarmak igin gerekli eksitasyon dalga boyunun

secilmesi gerekir [87].

SERS substrati olarak kullanilan metal nanopartikiler ¢ozelti ortaminda sentezi
icin ¢esitli metotlar (elektrokimyasal sentez, kimyasal indirgenme gibi)

geligtiriimigtir. SERS c¢aligsmalari tipik olarak metal iyonlarinin kuvvetli bir indirgeyici
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reaktif esliginde metalik nanopartikillere indirgenmesine dayanir [87]. Tipik
kimyasal indirgenme ajani olarak sodyum bor hidrir [101], sodyum sitrat [102],
hidrazin [103] ve hidroksi amin hidrokloriir [104,105] kullanilir. indirgenme islemi
hem sulu hem de organik ¢bdzicu igeren ortamlarda yapilabilmektedir [106].
Ornegin sodyum sitratin indirgeyici ajan olarak kullanildi§i yontemde 20-100 nm
boyutunda kuresel nanopartikulleri sentezlenirken [107], sodyum bor hidrurin
indirgeyici ajan olarak kullanildigi yontemde 25 nm’nin altinda klresel

nanopartikiller sentezlenir [108] .

Elektrokimyasal sentez ise kati ylzeyler Uzerinde inorganik depozitler olugturmak
icin kullanilan bir metottur. Element haldeki metalin, okside olmasini ve ¢dzeltiye

gecgen metal iyonlarinin katotta indirgenmesidir [109] .

SERS substrati olarak kullanilan kuresel nanopartiklller disinda farkli sekillere
sahip (kup, prizma, ¢ubuk gibi) nanopartikiller de sentezlenir. Bu nanopartikullerin
sekilleri reaksiyon kosullari ve kullanilan ylzey aktif ajana bagh olarak degisir.
Metal nanopartikillerin keskin bir kenar ve aciya sahip olmasi glcli bir SERS
etkisi goster. Sahip olduklari bu 6zellik ‘lighting rod effect’ olarak tanimlanir.
Yapilan c¢alismalarda, anizotropik nanopartikillerin klresel nanopartikillere
kiyasla daha guglu sinyal arttirici etkileri bulunmaktadir. Cesitli sekillere sahip
nanopartikillerin sentezi tipik olarak c¢ekirdek yonlendirmeli blylime yontemi ile
gerceklestiriimektedir. Simdiye kadar gumuis ve altin nanogubuklar [110,111] ve
dallanmis metal nanogicekler [112] c¢ekirdek yodnlendirmeli buyime yontemi ile
sentezlenir ve SERS aktif substrat olarak kullanilirlar. Altin nanogubuklar deneysel
calismalarda en yaygin kullanilan érnekleridir [113]. Altin nanogubuklar fakli boy
oranlarina sahiptirler. Bu o6zellikleri sentezinde 6nemli bir roli bulunan AgNOs
konsantrasyonu ile kontrol altinda tutulur. Altin nanogubuklar hem enlemesine
hem de boylamasina ylzey plazmon rezonansina sahiptirler. Sahip olduklari
geometrik asimetri ve boyuna sekilleri sayesinde guglu bir absorpsiyon bandina

sahiptirler. Bu ozellikleri sayesinde SERS aktivitesi belirlenir [114].

20



2.3.1.2. Metal Elektrotlar

Pdruzlendiriimis metal elektrotlar, oksidasyon-reduksiyon tepkimeleri ile
sentezlenirler ve hedef proteinlerin tanimlanmasinda SERS substrati olarak
kullanilirlar [19,115]. GumuUs elektrot ylzeyleri molekillerin tek tabaka halinde
duzenlenmesi (SAM) ile kaplanir. Metal elektrot yluzeylerinde SAM olusturulmasi
islemi icin genellikle kimyasal olarak SERS aktif molekul olan karboksilat (CO2-)
kullanilir [116].

2.3.1.3. ince Film Yiizeyleri

Ince film ylzeyleri, genellikle vakum ortaminda elektron demetiyle buharlagtirma
yontemi kullanilir. Sentezlenen gimuis ince film yuzeylerine proteinlerin

adsorbsiyonu ile modifiye edilmis ince film ylzeyleri hazirlanir [117].
2.3.1.4. Protein aracili Substratlar

Biyokimyada, proteinlerin tanimlanmasinda gumuids boyama en c¢ok kullanilan
radyoaktif olmayan metottur. Gumug boyama teknigi jel elektroforezi ile ayrilan
proteinlerin tanimlanmasinda Coomassie “brilliant blue” parlak mavisi boyamasina
gore 100 kat daha hassastir. Proteinlerin gumus ile boyanmasinda, gumus
iyonlari proteinlerin  yapisinda bulunan aminoasit zincirlerine (COO-,-SH)
baglanarak indirgeyici ajanlar (sitrik asit, formaldehit veya fotoindirgeme)

yardimiyla serbest metalik gimuse indirgenir.

Yapilan pek ¢cok SERS calismasinda 6ncelikle SERS aktif substrati sentezlenir ve
daha sonra hedef molekll substrata baglanir. Gumus ile boyamada, gimus
nanopartikulleri immobilize hedef proteinler ile adsorbe olur. Bu adsorbsiyon olayi
hidrofobik, elektrostatik ve kovalent etkilesimler sayesinde gergeklesir. Gumus
nanopartikillerin agregasyonu ile gucla sinyal GUreten SERS substratlari elde edilir
[19].

21



3. Materyal ve Metot
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasallar ve Biyokimyasallar

Eritropoetin BRP3 standardi EDQM (Europe), Monoklonal Fare IgG2A Klon #
AE7AS5 insan eritropoetin Antikoru R&D Systems (Minneapolis, US), insan idrar
eritropoetin  (UEPO) 2nd international standards NIBSC 67/343 (WHO, UK),
Hidrojen tetraklorat (HAuCl4), hekzadesiltrimetili amonyum bromit (CTAB), L-
askorbik asit (AA), 11-merkaptoandekanoik asit (11-MUA), %98 etanolamin, N-(3-
Dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimit hidroklorit (EDC), demir (lll) klorit (FeCI3),2-
(N-morfolino) etansulfonik asit monohidrat (MES), etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) disodium tuzu, Fosfat Tamponu (PBS), hidroksilamin hidroklorlr, sigir
serum albimini (BSA), Trisma Base, ol-Antikimotripsin (ACT), «-2-HS-
Glikoprotein (HSG), Tamm-Horsfall protein (THP) , tween 20, altin kapl metal
yuzeyler (0.1 mm, 99.99 % ) , sodyum dodasil sulfat (SDS), sodyum N-
Lauroylsarcosinate  (SAR), Tris-HCL, 1,4 DL-Dithiotreitol (DDT), gliserol, 4-
Morpholinopropanessulfonic Asit (MOPS) ve fenol kirmizisi Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Almanya and Saint Louis, USA), mutlak etanol, gimus nitrat
(AgNO3), demir sullfat penta hidrat (FeSO4.7H20), ), sodium borhidrit (NaBH4) ,
perklorik asit (HCIO4), 37%/’lik hidroklorik asit (HCL) , 99% asetik asit, Durapore
membran ve Immobilon-P transfer membran  Merck (Darmstadt, Almanya), 5,5-
Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ve L-alanin Acros (Morris Plains, NJ ABD),
Sodyum  Hidroksit (NaOH) J.T. Baker (Deventer, Hollanda). N-
Hidroksisulfostuksinimid sodium tuzu (NHS) Pierce Biotechnology (Bonn,
Almanya), Steriflip-GP, 0.22 ym, polyethersulfone (PES) Millipore (Billerica MA,
USA), %10’luk bis-tris mini jel, lityum dodasil sulfat numune tamponu (LDS),
indirgeyici ajan (10X) , molekuler markir, poliklonal ikincil antikor ve strepdavidin
peroksidaz ve kemiluminesans reaktif Thermo Fisher Scientific ( Waltham, MA,
USA), antioksidant Life Technologies ( Carlsbad, CA, USA) , yagsiz sut tozu,
Lyphochek Quantitative Urine Control, Level 1, Normal ve elektrot transfer kagitlari
Biorad (Hercules, CA, USA), firmasindan saglanmistir.
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3.1.2. Kullanilan Gozeltiler

Hidrojen tetraklora Altin (11l) (HAuCls) ¢dzeltisi; HAuCls stok ¢ozeltisinden 35 L, 5
mL’lik balon jojeye aktarildi ve Uzeri 5 mL’ye deiyonize su ile tamamlanarak 0.01M

HAuCI4 ¢ozeltisi hazirlandi.

Sodyum Borhidrid ( NaBHa4) ¢Ozeltisi; 3.8 mg kati NaBHa tartilarak ,10 mL

sogutulmus deiyonize su icerinde ¢ozulerek 0.01M NaBHa4 ¢ozeltisi hazirlandi.

Askorbik Asit Cozeltisi; 88 mg kati askorbik asit tartilip, 5mL deiyonize su

icerisinde ¢ozulerek 0.05M askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Gumus nitrat (AgNO3) Cozeltisi; 8,45 mg kati AgNOs tartilip, 5mL deiyonize su
icerinde ¢ozulerek 0.01M AgNOs ¢ozeltisi hazirlandi.

Hekzadesiltrimetil-amonyum bromur (CTAB) ¢ozeltisi; 920 mg kati CTAB tartilip,
25mL deiyonize su igerisinde ¢ozulerek 0.1M CTAB ¢ozeltisi hazirlandi.

PBS tamponu; 1 tane PBS tableti 200 mL deiyonize su ile gézllerek pH 7.4 fosfat

tamponu hazirlandi.

PBST tamponu; Hazirlanan PBS tamponu (pH 7.4) Gzerine %1 (v/v) oraninda

Tween 20 eklendi.

MES tamponu;975 mg kati MES tartilip, 50mL deiyonize su igerisinde ¢ozulerek
0.05 M MES tamponu hazirlandi. MES tamponu pH 6.5’ e 1M NaOH c¢ozeltisi ile
ayarlandi. EDC/NHS ¢ozeltisi (100 mM EDC ve 100 mM NHS) MES tamponunda

hazirlanmistir.

FeCls ve FeSOa ¢ozeltisi; 1.728 gr kati FeCls (1,28 M) ve 0,89 gr FeS0O4(0,64M )

tartilip 5 mL deiyonize su igerisinde ¢ozulerek hazirlandi.

EDTA ¢ozeltisi; 1gr kati EDTA tartiip, 10mL 1M NaOH ¢dzeltisi igerisinde
cozulerek EDTA ¢oOzeltisi hazirlandi.

MUA ¢ozeltisi; 0,16 gr katt MUA tartilip, 5mL mutlak etanol ile ¢ézllerek 150 mM
MUA ¢dzeltisi hazirlandi.

3.75 M Tris HCL pH7.4 Tamponu; 45.4 gr Tris Base tartilip. 40mL deiyonize su
igerisinde ¢6zlldl. Uzerine 20 mL %37’lik HCL eklenerek pH 7.4’e ayarlandi.
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SDS Yurutme Tamponu(1X); 6 gr Trisma Base, 14.4 gr Glisin ve 2 gr SDS tartilip

2000 mL deiyonize su igerinde ¢dzulda.

TE 10X Tamponu; 60.6 gr Trisma Base, 288.2gr Glisin tartilip, 1000 mL deiyonize

su igerisinde ¢ozuldu. Toplam hacim 2000 mL’ye tamamlandi.

SDS Transfer Tamponu(1X); 200 mL TE10 X tamponundan alinip, Gzerine 400 mL

Metanol eklendi. Toplam hacim 2000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

%5 Sut Cozeltisi; 5 gr kati yagsiz sut tozu tartiip, 100 mL PBS pH 7,4 tampon

¢Ozeltisinde ¢ozuldu.

%0.7 Asetik Asit Cozeltisi; 950 mL deiyonize su Uzerine 7 mL Asetik asit eklendi.

Toplam hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

Bovin Serum Albumin (BSA)- PBS Cozeltisi pH7.4; 2.5 mg kati BSA tartilp, 50 mL
PBS pH 7.4 tampon ¢ozeltisinde ¢ozulerek %0.005 BSA ¢ozeltisi hazirlandi.

Etanolamin-Alanin Cozeltisi; 20 mg kati alanin tartilip, 5 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve 2 mL PBS pH 7.4 tampon ¢dzeltisinde ¢dziildi. Uzerine etanolamin
stok ¢ozeltisinden 500 pL eklendi. Toplam hacim 5 mL’ye deiyonize su ile

tamamlanarak etanolamin (10 %, v/v)-alanin (4 mg mL™) ¢ozeltisi hazirland.

Tam g¢ozeltilerin hazirlanmasinda analitik saflikta kimyasal maddeler, Milli-Q kalite

su (18 MQcm) ve kalibre edilmis laboratuvar cam malzemeleri kullaniimistir.

3.1.3. Kullanilan Cihaz ve Geregler

Deneyler sirasinda; DeltaNu Examiner Raman Mikroskop (Deltanu Inc. Laramie,
WY, A.B.D.) 785 nm lazer kaynagi, mikroskop igin hareketli lamel (humune tutma)
haznesi ve CCD dedektor kullaniimistir. Cihaz parametreleri ise 20X objektif ve
yaklasik 30 um lazer spot alani, 150 mW lazer gucu ve 60 sn veri toplama suresi
olarak ayarlanmigtir. Ayrica UV spektroskopisi cihazi (Agilent Technologies, Inc.,
CA, USA), Santrifuj cihazi (MiniSpin® plus , Eppendorf, Hamburg - Germany),
Ultasonik banyo cihazi (Bandelib Sonorez) ,Hassas terazi (Shimadzu), deiyonize
su cihazi (Miilipore Simplicity 185), SEM analiz cihazi ( JSM-6400), Dikey
Elektroforez Tanki (Biorad), Blotting Cihazi (Semi Dry Blot, Biorad),
Kemiliminesans kamera (EpoCAM, Seibersdorf, Austria),pH metre ( SX-610 PEN
Type) , Mikropipet ( 1-10,10-200,100-1000uL, 0.5-5 mL).
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3.2. Metot
3.2.1. Nanopartikillerin Sentezlenmesi

3.2.1.1. Manyetik Nanopartikillerin Sentezi

Yaptigimiz galismada, manyetik 0Ozellige sahip kuresel demir nanopartikuller
sentezlendi. Fe+3 ve Fe+? karisimi kullanilarak oda kosullarinda, demir iyonlarinin
bazik hidroliz reaksiyonu duzenegi ile manyetik nanopartikiller sentezlenmistir.
Sentez iglemine 1.28 M FeCls ve 0.64 M FeSO04.7H20, 5mL deiyonize su
icerisinde c¢ozuldukten sonra demir tuzlari ¢ozinene kadar siddetli bir sekilde 2
dakika karistirilarak baslanmistir. Daha sonra karisim utzerine 25 mL 1M NaOH
¢Ozeltisinden 40 dakika boyunca damla damla ilave edilmigtir. Karistirma islemine
inert bir gaz olan azot gazi altinda 4 saat devam edilmigtir. NaOH eklenmesiyle
olugsan demir tuzlarinin ileri derecede yukseltgenmesini onlemek igin reaksiyon
azot gazi atmosferinde gerceklestiriimistir. Elde edilen demir tuzlari 4000 rpm de 5
dakika santrifijlenmistir. Bu islem ¢ defa yapildiktan sonra demir tuzlari Gzerine 5
mL 2 M HCIO4 ¢ozeltisi konularak oda kosullarinda 24 saat bekletilmistir. Daha
sonra olusan acgik kahverengi renkli demir nanopartikulleri igceren ¢ozelti U¢ defa
santrifijlenerek (10.000 rpm de 20 dakika) fazla miktardaki asitin uzaklasmasi
saglanmistir.  Olusan demir hidroksit tuzlarinin  kontrolli  bir sekilde
yukseltgenmesiyle kendiliginden manyetik 6zellik gosteren demir nanopartikuller
(Fes04) oda kosullarinda elde edilmistir [118].

3.2.1.2. Kuresel Yapida Altin Kapli Fe304 Nanopartikillerin Sentezi

Manyetik 6zellik gosteren FesOs (gekirdek) nanopartikulleri Au kabuk kaplama
islemi icin 10 mg FesO4 nanopartikiller tartilarak 5 mL deiyonize suda ¢6zuldu ve
lyice karismasi saglandi. Bu yeni ¢ozelti Uzerine 5mL 0.01M EDTA c¢ozeltisi
eklendi ve ultrasonik banyoda 2 saat boyunca bekletilerek bilesenlerin karigmasi
saglanmistir. Daha sonra suspanse edilen ¢ozelti 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifUjlenmistir. Supernatant atildiktan sonra nanopartikuller miknatis yardimiyla
3 kez deiyonize su ile yikanmistir. Cokelti Uzerine sirasiyla; 7 mL 0,1M CTAB, 3
mL 0.01M HAuCls ¢ozeltisi ve 300 yL 1M NaOH eklenmistir. Her ¢dzeltinin
eklenme asamasinda ultrasonik banyoda karigtirma iglemi gergeklestirilmigtir. Yeni
¢Ozelti Gzerine 150 mg hidroksilaminklorar eklenmigtir ve siddetli bir sekilde 3
dakika karigtinimistir. Elde edilen sarap kirmizi renkli altin kapli manyetik

nanopartikuller kullanmadan once 24 saat bekletilmistir [119].

25



3.2.1.3.Manyetik Olmayan Altin Nanocubuk Sentezi

Senteze ilk olarak yaklasik 3-4 nm boyutta altin nanopartikullerden olugan
cekirdek ¢Ozeltisinin  hazirlanmasiyla baslaniimistir. Cekirdek ¢ozeltisi igin,
siraslyla 7,5 mL 0,1 M CTAB, 250 puL 0.01 M HAuCIs ¢ozeltisi eklenmigtir.
Hazirlanan ¢ozelti Uzerine 600 yL 0,01 M NaBHa4 buz banyosunda hazirlanmis
NaBHs c¢Ozeltisi ilave edilmigtir. Yesil cay renginde meydana gelen c¢ozelti,
kullanilabilir ¢cekirdek partikiller elde etmek amaciyla buz banyosunda 30 dk.
bekletilmistir. Altin nanogubuklari sentezlemek igin bir tlp icerisine sirasiyla 4.75
mL 0.1 M CTAB, 1 mL 0,01 M HAuCls, 60 yL 0.01 M AgNOs ¢ozeltisi eklenmistir.
Koyu turuncu renkteki ¢ozelti Uzerine 250 uL 0,01 M AA ¢ozelti ilave edilmigtir. AA
¢Ozeltisi eklenmesiyle koyu turuncu renk kaybolmustur. Hazirlanan buyume
¢cOzeltisi Uzerine 5 pL c¢ekirdek c¢ozeltisi eklenilmigtir ve siddetli bir sekilde
karigtinildiktan sonra 3 saat boyunca 30°C su banyosunda bekletilmistir. Cozeltinin

rengi seffafliktan lacivert renk tonuna dogru degismistir [120].
3.2.1.4. Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen demir nanopartikillerinin ve altin nanogubuklarin karakterizasyonu
icin gegisli Elektron Mikroskobu (TEM) ve UV-gorundr bdlge molekuler
absorpsiyon spektroskopisi kullaniimigtir.

3.2.1.5. Nanopartikillerin Yuzey Modifikasyonu
3.2.1.5.1. Manyetik Nanopartikillerin Yiuzey Modifikasyonu

Tasarlanan homojen sistemde eritropoetinin analiz matriksinde
immunopurifikasyonunu gergeklestirebilmek igcin nanopartikillerin  yluzeylerinde
antikorlarin  baglanabilmesine yonelik karboksil gruplarinin olusturulmasi ve
yuzeyde acik vyerlerin kapatimasi gerekmektedir. Manyetik demir altin
nanopartikullerin yuzeyinde kendiliginden duzenlenen tabaka (SAM) olusturulmasi
isleminden 6nce nanopartikullerin yizeylerinde bulunan CTAB’I uzaklastirmak igin
bir miknatis yardimiyla partikuller bir araya getirilip sivi kisim uzaklastinimig ve
yikama islemi 3 defa tekrar edilmistir. Daha sonra 5 mL etanol iginde 150 mM 11-
merkaptoandekanoik asit (11-MUA) hazirlanmigtir. Modifikasyon igin hazirlanan
11-MUA c¢ozeltisi igerisine yikanan nanopartikiller aktariimigtir.  Manyetik
nanopartikiller, yizeyinde SAM igleminin olugsmasi i¢in 18 saat oda sicakliginda

karnigtinimistir. 11-MUA’'nin fazlasini uzaklastirmak igin bir miknatis yardimiyla
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partiklller d6nce 2 kez etanol daha sonra 50 mM 2-(N-morfolin) etansulfonik asit
(MES, pH 6.50) tampon ile yikanmigtir. Partikuller yizeyinde meydana gelen SAM
islemi sonrasinda serbest halde bulunan karbonil gruplari ile bu gruplar Gzerine
gonderilen amin gruplarinin kovalent bagd olusturabilmesi icin MES tamponu
icerisinde hazirlanan 0.1M EDC-0.1M NHS ile 1 saat muamele edilmistir. islem
sonrasinda nanopartikul yuzeyinde amin reaktif NHS esterleri olusturulmustur.
Yikama iglemi sirasinda ilk olarak manyetik nanopartikiller miknatis yardimiyla
toplanmistir ve Ustteki berrak sivi atilmistir. Daha sonra PBS tamponu (pH7.4) ile

3 kez yikanmigtir.
3.2.1.5.2. Manyetik Olmayan Altin Nanogubuklarin Yuzey Modifikasyonu

Manyetik 6zellik géstermeyen nanogubuklarin ylzey modifikasyonunda, SERS
sinyali takibi icin uygun olan DTNB kullaniimistir. Nanogubuklarin ytzeyinde SAM
olusturulmasi igleminden 6nce yuzeylerinde bulunan CTAB’I uzaklastirmak igin
nanogubuklar 10.000 rpm de 10 dakika santrifuj edilmistir ve Ustteki sivi atiimistir.
Partikiller etanol igerisinde dagitiimistir ve tekrar santrifij edilmistir. Bu islem 3
kez tekrar edilmistir. YlUzeyde SAM olusturmak igin, nanocgubuklar etanol
kullanilarak hazirlanan 50 mM (5,5'-dithiobis-(2- nitrobenzoik asit) (DTNB) ile 24
saat oda sicakliginda karistiriimistir. Daha sonra nanogubuklar 6nce 2 kez etanol
daha sonra 1 kez 50 mM 2-(N-morfolin) etanstlfonik asit (MES, pH 6.50) tamponu
ile yikanmistir. Yuzeyde bulunan karboksil gruplarin aktivasyonu icin MES
tamponu icerisinde hazirlanan 0.1M EDC-0.1M NHS ile 1 saat muamele edilmistir.
Yuzey modifikasyonu yapilan nanogubuklar santrifij (10.000 rpm, 10 dk.) edilerek
yikama yapilmistir. Yikama iglemi PBS tamponu (pH 7.4) ile 3 kez tekrar edilmigtir.

3.2.1.5.3. Nanopartikiil Yiizeyine Antikorun immobilizasyonu

Planlanan ¢alisma kapsaminda sentezlenen manyetik nanopartikiller ve manyetik
olmayan nanocubuklar yuzeyinde aktiflestirilen karbonil gruplari Gzerinden hedef
proteini analiz ortaminda segici bir sekilde izole edebilmek ig¢in antikorun
baglanmasi gerekmektedir. Eritropoetin izolasyonu i¢in monoklonal fare IgG2A
Klon # AE7A5 insan eritropoetin antikoru kullaniimistir. PBS tamponu igerisinde
hazirlanan 20 pg/mL derisiminde antikor dilisyonu yapilmigtir. Sentezlenen
partikiller ve nanogubuklar, hazirlanan antikor dilisyonu ile +4C%de karistiric

uzerinde 24 saat inklbe edilmigtir. Ertesi gun baglanmayan antikoru uzaklastirmak
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icin manyetik nanopartikiller miknatis kullanilarak, nanogubuklar ise santrifij

edilerek PBS tamponu (pH7.4) ile 3 kez yikanmigtir.
3.2.1.6. Altin Kaph Metal Yiizey Modifikasyonu

Tasarlanan heterojen sistemde eritropoetinin analiz matriksinden izolasyonunu
gerceklestirebilmek icin altin yuzeylerinde antikorlarin baglanabilmesine yonelik
karboksil gruplarinin olusturulmasi ve yuzeyde acik yerlerin kapatiimasi
gerekmektedir. Altin yuzeylerinde kendiliginden dizenlenen tabaka (SAM)
olusturulmasi isleminden once yuzeyler 30 dakika boyunca pirana ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Daha sonra bol su ve alkol ile yikanmigtir. Temizlenen ylzeyler
kurutulduktan sonra etanol icinde hazirlanan 150 mM 11-merkapto undekanoik
asit (11-MUA) cozeltisi icinde oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Bu islem
sonunda altin ylizeylerde kimyasal olarak fonksiyonel gruplarin (karboksil gruplari)
baglanmasi saglanmistir. 11-MUA’'nin fazlasini uzaklastirmak igin yuzeyler su ve
50 mM 2-(N-morfolin) etansulfonik asit (MES, pH 6.50) tampon ile yikanmistir.
Altin yuzeylerinde olusturulan SAM iglemi sonrasinda serbest halde bulunan
karbonil gruplari ile bu gruplar Uzerine gonderilen amin gruplarinin kovalent bag
olusturabilmesi icin MES tamponu icerisinde hazirlanan 0.1M EDC-0.1M NHS ile 1
saat muamele edilmistir. islem sonrasinda altin yiizeylerinde amin reaktif NHS
esterleri olusturulmustur. Daha sonra altin yuzeyler su ve PBS tamponu (pH 7,4)

ile 3 kez yikanmistir.
3.2.1.6.1. Altin Kapli Metal Yiizeyine Antikorun immobilizasyonu

Planlanan galisma kapsaminda altin ylzeyler Uzerinde aktif hale getirilen karbonil
gruplan Gzerinden hedef proteini analiz ortaminda secici bir sekilde izole
edebilmek igin antikorun baglanmasi gerekmektedir. Eritropoetin izolasyonu igin
monoklonal fare 1IgG2A Klon # AE7AS5 insan eritropoetin antikoru kullaniimigtir.
PBS tamponu igerisinde 20 pg/mL derisiminde antikor dilisyonu hazirlanmistir.
Modifikasyonu yapilan altin yizeyler, hazirlanan antikor dilisyonu ile +4C%de
karigtirici Uzerinde 24 saat inkube edilmigtir. Ertesi gin baglanmayan antikoru
uzaklastirmak igin altin yizeyler PBS tamponu (pH7.4) ile 3 kez yikanmistir.
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3.2.1.7. Optimizasyon Galigmalari
3.2.1.7. 1. Antikor Derigiminin Belirlenmesi

immunomanyetik ayrimin  etkinligini etkileyecek uygun antikor derisimini
belirleyebilmek icin farkh derisimlerde (10, 20 ve 40 ug/mL ) antikor dilisyonlari
hazirlanmistir. Optimum antikor derigimini belirlemek icin 10 pg/mL derisimindeki
rEPO c¢ozeltisi yuzeyi antikor ile kaplanmis nanopartikuller ve altin plakalar farkh
antikor dilisyonlari ile etkilestiriimistir ve DTNB sinyali kullanilarak SERS dlgtimleri

alinmigtir.
3.2.1.7.2. rEPO ve Antikor Etkilesim Suresinin Belirlenmesi

Optimum etkilesim suresini belirleyebilmek icin 10 pg/mL derisimindeki rEPO
cOzeltisi ylzeyi antikor ile kaplanmis nanopartikiller ve altin plakalar fakh
zamanlarda (30, 60, 120 dk.) etkilestirilmistir ve DTNB sinyali kullanilarak SERS

Olcimleri alinmistir.
3.2.1.8. Segici Olmayan Baglanmalarin Onlenmesi
3.2.1.8. 1. Secici Olmayan Baglanmalarin Bloklama Ajanlari ile Onlenmesi

Homojen ve heterojen sandvig sistemlerinde kullanilan altin ylGzeyler ve altin kapli
manyetik kure partiktller ile altin gubuk partikiller arasinda segici olmayan
etkilesimlerin gergceklesmemesi icin ylzeylerinde agikta kalan gruplarin bloklama
ajanlan ile kapatiimasi gerekmektedir. Planlanan ¢alisma kapsaminda yuzeylerin
bloklanmasi igin farkli bloklama ajanlari ile farkli denemeler yapiimistir. Bloklama

ajani olarak BSA, yagsiz sut, etanolamin ve alanin segilmigtir.

ik calismada antikor bagh ylzeyler %1BSA, %1lyagdsiz siit ve %Zletanolamin ile
bloke edilmistir. Daha sonra ortamda koér ¢ozeltisi ( hedef analitin bulunmadigi
PBS tamponu) kullanilarak iki partikil ve altin yuzey ile altin nanogubuklar
birbirleriyle etkilestirilmistir. Homojen sistemde partiktller miknatis kullanilarak
birbirinden ayriimistir. Heterojen sistemde ise yuzeyler ultrasonik banyoda 10
saniye bekletilmigtir. Yikama islemi yine PBS -%0.05 Tween 20 tamponu ile
yapiimistir. Tamamlanan sandvi¢ yapi igin DTNB sinyali kullanilarak SERS

Olgumleri alinmistir.

ikinci calismada bloklama ajanlari ile ilgili denemelere devam edilmistir. Bloklama

ajani olarak %210 etanolamin -4 mg/mL alanin karigsimi kullaniimistir. Bloklama
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etkinligini karsilastirmak amaciyla bloke edilmemis partikiller ve altin ylzeyler
kullaniimistir. Daha sonra ortamda kor ¢ozeltisi kullanilarak iki partikul ve altin
yluzey ile altin nanocgubuklar birbirleriyle etkilestirilmistir. Homojen sistemde
partiktller miknatis kullanilarak birbirinden ayrilmistir. Heterojen sistemde ise
yuzeyler ultrasonik banyoda 10 saniye bekletiimigtir. Yikama islemi yine PBS -
%0.05 Tween 20 tamponu ile yapilmigtir. Tamamlanan sandvi¢ yapi igin DTNB

sinyali kullanilarak SERS oélgtUmleri alinmigtir.

Uclincli ¢alismada %10 etanolamin-4 mg/mL alanin karisimi bloklama ajani
kullaniimasi durumunda bloklama sureleri Uzerine caligmalar yapilmistir. %10
etanolamin -4 mg/mL alanin karisimi farkl surelerde (0 dk,30 dk,1 saat,2saat ve 3
saat) partikul ve altin plaka yuzeyleri ile etkilestirilmistir. . Daha sonra ortamda kor
cOzeltisi kullanilarak nanopartikil ve altin ylzeyleri ile altin nanogubuklar
birbirleriyle etkilestirilmistir. Homojen sistemde partikiller miknatis kullanilarak
birbirinden ayriimistir. Heterojen sistemde ise yuzeyler ultrasonik banyoda 10
saniye bekletilmistir. Yikama islemi yine PBS -%0.05 Tween 20 tamponu ile
yapilmistir. Bloklama sturesinin etkinligi, DTNB sinyali kullanilarak SERS &l¢timleri

ile kontrol edilmigtir.
3.2.1.8. 2. Segici Olmayan Baglanmalarin Yikama Prosediirleri ile Onlenmesi

Spesifik olmayan etkilesimleri gidermek amaciyla yizeyine antikor bagli antikor
nanopartikiller ve altin plaka yuzey ile rEPO etkilesimi sonrasinda ylzey aktif
maddelerle yikama iglemi yapimis ve ylkama sayilarinin spesifik olmayan
etkilesimler Uzerine etkisi incelenmigtir. Bu amacla yikama ¢ozeltisi olarak literatur
verilerine dayanarak -%0.05’lik Tween 20 iceren PBS (PBST) tamponu
hazirlanmistir. Daha sonra ortamda kor ¢ozeltisi ve 10 pg/mL derigsimindeki rEPO
¢Ozeltisi kullanilarak antikor bagl nanopartikil ve altin yuzeyleri ile altin
nanogubuklar birbirleriyle etkilestiriimigtir. Farkh sayilarda PBS -%0.05 Tween 20
tamponu ile yikkama yapimis ve ylkama sayisinin etkinligi, DTNB sinyali

kullanilarak SERS o6lgtmleri ile kontrol edilmistir.
3.2.1.9. Hedef Analitin Manyetik Partikiil ve Altin Metal Plaka Yiizeylerine
Baglanmasi

Yuzeyi antikor ile kaplanmis manyetik nanopartikiller ve altin plakalar, PBS
tamponu icerisinde ardisik dilusyonlar (~0, 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10000 pg/mL)
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hazirlanmis rekombinant eritropoetin (rEPO) standartlari ile oda sicakhginda 1
saat karistirici Uzerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi baglamayan
rekombinant eritropoetin ortamdan uzaklastirmak icin 4 kez PBS -%0.05 Tween 20
tamponu ile yikama yapilmigtir. Yikama islemi sirasinda manyetik partikuller igin
miknatis kullanilirken, altin metal yuzeyler ultrasonik banyoda 10 saniye

bekletilmistir.
3.2.1.10. Homojen Sandvi¢ Sistemi i¢in Yapinin Tamamlanmasi

Sekil 3.1’de sematize edilen homojen immunoanaliz siteminde modifiye edilen
altin manyetik nanopartikiller ve hedef analit (rEPO) yapisi modifiye edilmig
nanogubuklar ile oda sicakliginda 1saat inkibe edilmistir. Bu sire sonunda
baglanmayan nanocubuklari ortamdan uzaklastirmak icin 4 kez PBS -%0.05
Tween 20 tamponu ile manyetik yikama yapilmistir. Daha sonra partiktller 100 pL
PBS tamponu icinde dagitiimistir ve bu ¢dzeltiden 10 pyL TLC kagit Uzerine

damlatilarak, yuzeylerde SERS 6lgumu icin sinyaller takip edilmistir.
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Sekil 3.1. Homojen sandvig sisteminde rekombinant eritropoetin analizi
3.2.1.11. Heterojen Sandvig¢ Sistemi i¢in Yapinin Tamamlanmasi

Sekil 3.2° de sematize edilen heterojen immunoanaliz siteminde modifiye edilen
altin metal yuzeyler ve hedef analit (rEPO) yapisi modifiye edilmis nanogubuklar

ile oda sicakhiginda 1 saat inklbe edilmistir. Bu slre sonunda baglanmayan
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nanocubuklari ortamdan uzaklagtirmak i¢in 4 kez PBS -%0.05 Tween 20 tamponu
ile ylkama yapilmistir. Daha sonra altin metal yluzeyler oda sicakliginda kurumaya

birakilmis ve ylzeylerde SERS 6l¢imu icin sinyaller takip edilmistir.

ALTIN PLAKA 11-MUA ANTIBODY EPO ROD DTNB

Sekil 3.2. Heterojen sandvi¢ sisteminde rekombinant eritropoetin analizi
3.2.1.12. Tasarlanan Sistemlerin Kontrolii

Tasarlanan sistemlerin kontroll icin biorad lyphocheck kontrol idrar érneklerine
uygulanarak eritropoetin analizi test edilmistir. ilk olarak nanopartikill ve metal
yuzeylerine baglanan antikorun hedef analit ile etkilesimi girebilmesi igin ortam
pH’nin pH 7.4 ayarlanmasi gerekmektedir. Bu yuzden idrar orneklerinin pH’ 7.4 ‘e,
3.75 M Tris HCL tamponu kullanilarak ayarlanmigtir. Daha sonra biorad lypocheck
orjinli kontrol idrar érneklerine farkl derisimlerdeki ( 0.1, 1, 5, 10, 100, 1000 pg/mL)
rEPO standartlar eklenmigtir. Ayrica kor olarak endojen eritropoetin (UEPO) iceren
ayni kaynaklh idrar ornekleri kullanilmigtir. Yukarida agiklanan prosedurler idrar
numunelerine uygulanmistir ve SERS sinyalleri olgulmustur. Eritropoetin
konsantrasyonundaki degisime paralel SERS sinyali ile kalibrasyon edgrisi

cizilmistir.
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3.2.1.13. Kontrol Deneyleri
3.2.1.13.1.Validasyon Deneyleri

Validasyon galismalarinda yéontemlerin dogrulugunu ve kesinligini tespit edebilmek
amaciyla biorad orijinli kontrol idrar orneklerine 0,1, 1 ve 5 pg /mL rEPO
eklenmigtir ve 4 gun ayni kosullarda analiz tekrar edilmigtir. Ayrica idrardaki
endojen ve rekombinant eritropoetin ayrimini gosterebilmek igin pozitif ve negatif
kontrol igin biorad orijinli kontrol idrar drnekleri kullanilmistir. Ug farkli derisimde
UEPO iceren idrar érnekleri iki kisma ayrilmistir. Numunenin ilk kismi direk olarak
analiz edilmistir. Ikinci kismina ise 1 pg /mL rEPO eklenmis ve analiz edilmistir.
Analiz sonucunda elde edilen SERS sinyali ile validasyon parametreleri

degerlendirilmistir.
3.2.1.13.2. Antikor Segiciliginin Belirlenmesi

Tasarlanan sistemlerin hedef proteini yakalayabilmesi icin proteine 6zgu antikor
kullaniimaktadir. Secilen antikor eritropoetin molekulunin ilk 26 amino asit
epitopunun N-terminal bolgesinden baglanir. Bu ytzden antikor segiciligini kontrol
etmek amaciyla idrar matriksinde bulunan benzer epitoplara sahip proteinler ( ol-
Antikimotripsin (ACT), a-2-HS- Glikoprotein (HSG), Tamm-Horsfall protein (THP) )
ve protein yapisinda olmayan Ure segilmistir. PBS tamponu icerisinde hazirlanmig
100 pg /mL konsantrasyonlarindaki ACT, HSG, THP ve ure ile sandvi¢ yapi
olusturulmaya c¢alisiimigtir. Analiz sonucunda elde edilen SERS sinyali ile antikor
seciciligi test edilmigtir.

3.2.1.13.3. Eritropoetin immunopiirifikasyonu

Protein immunopiirifikasyonu, biyolojik matrikslerden tek bir tip proteini izole etmek
icin gerekli olan bir surectir. Planlanan c¢alisma kapsaminda kompleks idrar
matriksinden eritropoetini dusuk miktarlarda dahi yakalayabilmek icin
sentezledigimiz manyetik nanopartikiuller kullaniimistir. Manyetik nanopartikil
yuzeyler Uzerinde aktif hale getirilen karbonil gruplari Gzerinden hedef proteini
analiz ortaminda segici bir sekilde izole edebilmek icin antikorun baglanmasi
gerekmektedir. Eritropoetin izolasyonu i¢cin monoklonal Fare 1gG2A Klon # AE7A5
insan eritropoetin antikoru kullaniimistir. PBS tamponu igerisinde 20 pg/mL
derisiminde antikor dilisyonu yapilmigtir. Modifikasyonu yapilan nanopartikil
ylzeyleri, hazirlanan antikor dilisyonu ile +4C%de karistirici Uzerinde 24 saat
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inkibe edilmistir. Baglanmayan antikorun 3 kez PBS -%0.05 Tween 20 tamponu
ile manyetik yikama ile uzaklagtiriimasindan sonra manyetik nanopartikullerin
yluzeydeki segici olmayan bdlgeler %10 etanolamin-4 mg/mL alanin karigsimi
kullanilarak 1 saat etkilestirilerek agikta kalan karbonil gruplarinin kapatiimasi
saglanmistir. Bu iglem sonunda manyetik nanopartikiller 4 kez PBS -%0.05
Tween 20 tamponu ile yikanmigtir. Daha sonra yuzeyi antikor ile kaplanmig
manyetik nanopartiktller biorad orijinli kontrol idrari icerisine eklenen farkh
derisimlerdeki ( 0.1, 1, 10, 50 100 pg/mL, 1,10,100 ng/mL) rEPO standartlari ile
oda sicakliginda 1 saat karistirici Gizerinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
baglanmayan rekombinant eritropoetin ortamdan uzaklastirmak igin 4 kez PBS -
%0.05 Tween 20 tamponu ile manyetik yikama vyapilmistir. Manyetik
nanopartikillere bagl olan eritropoetini ayirmak i¢in 30uL elisyon tamponu (100
uL LDS Ornek Tamponu(4X) +40 uL indirgeyici Ajan (10 X) +260 uL Milli Q su )
kullaniimistir. Partikil —elUsyon tamponu c¢ozeltisi 95°C’de 5 dakika karistiric
uzerinde karigtirici Uzerinde inkube edilmistir. Daha sonra elusyon ¢ozeltisi oda
sicakliginda 10 dakika sogumaya birakilmistir. Bu islem sonunda partikuller
manyetik ayirma ile ortamdan uzaklastirilmistir. Eritropoetini iceren supernatant

ileride kullaniimak Gzere eppendorf tuplerine alinmigtir.
3.2.1.13.4. Jel Elektroforezi ve Western Blot

Elektroforez sirasinda Mini-protean TGX %10 hazir jeli ve BIORAD Mini-protean
elektroforez ekipmanlari kullaniimistir. %10’luk hazir jel tank icerisinde yer alan
destek kismina yerlestirildikten sonra, tankin i¢ ve dis ¢emberi SDS yuritme
tamponu ile doldurulmustur. immunopiirifikasyon islemi uygulanan érnekler her bir
kuyucuga 30 pL olacak sekilde pipetlenmistir. Tankin kapagi kapatildiktan sonra
elektroforez iglemi sabit 150 V, 90 dakika kosullarinda gergeklestiriimistir.
Elektroforezin bitmesine yakin birinci blotting isleminin hazirhklar yapilmistir.
islem sirasinda kullanilacak membran uygun 6lgilerde kesilmistir, membrani
aktive etmek ve yikamak igin gerekli ¢oOzeltiler hazirlanmistir. Elektroforez
tamamlandiktan sonra jel, membran ve 2 tabaka blotting kagitlari SDS transfer
tamponu icerisinde 5 dakika karistirici Gzerinde bekletilmigtir. Birinci blotting
isleminde jel (izerindeki proteinleri BIORAD Mini Trans Blot Cell ekipmanlariyla
birinci poliviniliden florar (PVDF) membrana aktarmak icin sekil 3.3’de gosterilen
sekilde jel, PVDF membran, blotting kagitlari sirasiyla yerlestirilerek sandvi¢ yapi
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olusturulmustur. Olusturulan sandvi¢ yapi dikey tank igerine yerlestiriimis ve tankin
kapagi kapatilmigtir. Birinci blotting islemi 100V, 350 mA kosullarinda lsaat

boyunca gerceklestiriimistir.

Fiber Pad
Blotting Kagitlari
Membran

Jel

Blotting Kagitlari
Fiber Pad

Sekil 3.3. Blotting yonteminin sematize gosterimi

Birinci blotting tamamlandiktan sonra PVDF membran PBS tamponu (pH7.4) ile 3
kez 5 dakika yikanmistir. Yikama islemi sonrasi membranin bloklanmasi igin
%5’lik sut ¢ozeltisinde karistirici Uzerinde 1 saat bekletiimistir. Bloklama sonrasi
PVDF membran PBS tamponu (pH7.4) ile 1kez 5 dakika yikanmistir. Yikama
tamamlandiktan sonra membran primer antikor c¢ozeltisinde (1/1000 dilusyon)
+4C%de karistirici (izerinde 1 gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin PVDF membran
PBS tamponu (pH7.4) ile 5 kez 5 dakika yikanmistir. Yikama iglemleri sirasinda
ikinci blotting islemleri igin gerekli hazirliklari yapilmistir. islem sirasinda
kullanilacak membran kesilmis, membrani aktive etmek ve yikamak icin gerekli
¢Ozeltiler hazirlanmistir. ikinci membran ve 2 tabaka blotting kagitlari % 0,7’lik
Asetik asit igerisinde 5 dakika karistirici (izerinde bekletilmistir. ikinci blotting islemi
igin Biorad Semi-Dry Transfer Unitesi kullaniimigtir. Unitenin anot plakasinin
uzerine sirasiyla birinci tabaka blotting kagitlari + birinci Immobilon Membran
(EPO+primer antikor)+ ikinci tabaka blotting kagitlari yerlestiriimistir. Katot plakasi
kapatilmis ve Semi-Dry Transfer Unitesi 10dk siiresince santimetrekare basina 1
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mA olacak sekilde calistirimistir. Birinci blotting tamamlandiktan sonra PVDF
membran PBS tamponu (pH7.4) ile 3 kez 5 dakika yikanmistir. Ikinci blotting
tamamlandiktan sonra PVDF membran PBS tamponu (pH7.4) ile 3 kez 5 dakika
yikanmistir. Yikama iglemi sonrasi ikinci membranin bloklanmasi igin %5’lik st
cOzeltisinde karistirici Uzerinde 1 saat bekletilmistir. Bloklama sonrasi PVDF
membran PBS tamponu (pH7.4) ile 1 kez 5 dakika yikanmigtir. Yikama
tamamlandiktan sonra ikinci membran sekonder antikor ¢dzeltisinde (1/100.000
dilisyon) oda sicakliginda karistirici lizerinde 1 saat inkiibe edilmistir. ikinci
membran PBS tamponu (pH7.4) ile 5 kez 5 dakika yikanmistir. Daha sonra ikinci
membran strepdavidin peroksidaz ¢oOzeltisi icerisinde oda sicakliginda karistirici
lizerinde 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi ikinci membran PBS
tamponu (pH7.4) ile 5 kez 5 dakika yikanmistir ve kemilliminesans reaktif icerisine

alinarak CCD kamerada goruntulenmigtir.
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4. BULGULAR
4.1 Nanopartikillerin Karakterizasyonu
4.1.1 Altin Manyetik Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Altin manyetik nanopartiktlllerin karakterizasyonu igin, partikullerin metal optik
Ozelliklerinden  yararlanilmaktadir.  Kiresel altin  demir nanopartikullerin
karakterizasyonu igin UV-visible spektrofotometresi ve transmisyon elektron
mikroskopu (TEM) kullaniimistir. Sekil 4.1’de manyetik nanopartikillerin homojen
bir partikul dagilimi sahip oldugu gosterilmistir. Yuksek manyetik 6zellik gosteren
demir nanopartikilleri TEM goéruntulerinde goruldigu gibi partikal boyutunun 100+

3 nm oldugu saptanmigtir

e ¥ |
SRS ]

| Mic Mag I HV | HFW Date
JEM-1400]|250000 x|80 kV[521.5 nm|11/13/15, 14:02 —100 nm——

Sekil 4.1. Altin manyetik nanopartikillerin TEM gorintusu.

37



Absarbans

AL =T L 1

200 5O 00,00 200,00 200,00

Dalga bovyu (nm)

Sekil 4.2. Altin manyetik nanopartikillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 4.2’de klresel altin kaph demir nanopartikillerin  Uv-vis spektrumlari
gorulmektedir. Nanopartikuller sahip oldugu yuzey plazmonu Ozelliklerinden
yararlanilarak sekil ve boyut Ozellikleri hakkinda bilgi elde edilmektedir. Uygun
dalga boyunda bir 1sik demeti gonderildiginde iletkenlik bandinda bulunan
elektronlarin salinim hareketi yuzeyde buyuk bir elektrik alani olugsmasini neden
olur ve olusan bu elektromanyetik alanin nanopartikll ile rezonansa girmesi
sonucunda nanopartikulin 1s1g1 absorplama ve sacgilma 6zelligi artar. Sekil 5.2°de
kiresel manyetik nanopartikullerin spektrumlari incelendiginde 550 nm’ de
plazmon bandina sahiptir ve godzlenen bu bant demir nanopartikullerinin altin ile

kaplandiginin bir géstergesidir.

38



4.1.2. Manyetik Olmayan Altin Nanogubuklarin Karakterizasyonu

Sekil 4.3'de altin nanogubuklarin TEM gorintisi incelendiginde nanogubuklarin
boyutlari yaklasik olarak boyu 45 nm, eni 15 nm olarak saptanmistir ve

sentezlenen nanogubuklarin boy/en orani yaklasik olarak 3’tir.

JEM-1400|500000 x|80 kV|295.9 nm|06/24/15, 16:38|

Sekil 4.3. Manyetik olmayan altin nanogubuklarin TEM goéruntisu
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Sekil 4.4. Manyetik olmayan altin nanogubuklarin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.4’te verilen UV-Vis spektrumlari incelendiginde 520 nm’ deki enine
plazmon bandi iken 656 nm deki plazmon bandi ise boyuna plazmon bandidir.
Nanocgubuklar sahip olduklari anizotropik 6zelliklerinden dolay: iki farkli plazmon
rezonansi gostermelerine neden olur. Bunun nedeni kisa ve uzun yuzeylerdeki
elektron salinimlaridir [121 ]. En/boy oranindaki degisim, 1s1gin gelme agisina ve
polarizasyon degisimine gore sogurma degigimleri gosterir. Nanogubuklarin
boy/en oraninin blyuk olmasindan dolay! disik enerjili gériinur bolge ile NIR’da
¢calisma olani saglamasi buyuk bir avantajdir. Nanogubuklarin boy/en oranlari
degistirilerek farkl boyutta nanogubuklar sentezlenmesi nanogubuklarin farkli optik
Ozellikler kazanmasina neden olur. Bu 6zelliklerinden dolayi biyolojik analizlerde

kullanilirlar. Nanogubuklarin boy/en orani artikga Raman verimliligi artmaktadir.
4.2. Optimizasyon Deneyleri
4.2.1. Antikor Derigiminin Belirlenmesi

rEPO nanopartikil ve altin plaka ylzeyine segici olarak antikorun amino terminal
bdlgesinden baglanmaktadir. Bu ylizden ortamda rEPQO’yu baglayabilecek yeterli
miktarda antikor gereklidir. Optimum antikor derisimini belirlemek igin farkli antikor
derisimlerdeki (10, 20 ve 40 uyg/mL ) partikil ve altin plaka 6rnekleri 10 pg/mL
derisimindeki rEPO c¢ozeltisi ile etkilestirilerek sandvi¢ yapi tamamlanmistir.
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Tamamlanan sandvig¢ yapi igin DTNB sinyali kullanilarak SERS olgumleri alinmigtir
(Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 ).
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Sekil 4.5. Homojen sandvig sistemi antikor derigimi

Elde edilen verilere gore (sekil 4.5 ) antikor derigimi artikga SERS sinyallerinde
artis gozlenmistir fakat 20 yg/mL antikor derisiminden sonra 6nemli dizeyde bir
artis gozlenmemistir. Homojen immunoanaliz sistemi i¢in optimum antikor derigimi

20 pyg/mL olarak belirlenmistir.

20000
18000 -
= 16000 - I
£ 14000 -
% 12000 -

10 20 40
Antikor derigimi (pg/mL)

Sekil 4.6. Heterojen sandvig sistemi antikor derigimi
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Elde edilen verilere gore (sekil 4.6 ) antikor derigimi artikga SERS sinyallerinde
artis goézlenmistir fakat 20 ug/mL antikor derisiminden sonra énemli diizeyde bir
artis gdézlenmemistir. Heterojen immunoanaliz sistemi igin optimum antikor derigimi

20 ug/mL olarak belirlenmistir.
4.2.2. rEPO ve Antikor Etkilesim Siiresinin Belirlenmesi

Optimizasyon c¢alismalarinin  bu agsamasinda optimum etkilesim suresini
belirleyebilmek icin 10 pg/mL derisimindeki rEPO c¢o6zeltisi ylzeyi antikor ile
kaplanmis nanopartikiller ve altin plakalar fakli zamanlarda (30, 60, 120 dk)
etkilestirilerek sandvi¢ yapl tamamlanmigtir. Tamamlanan sandvig yapi igin DTNB

sinyali kullanilarak SERS olgumleri alinmistir (sekil 4.7 ve sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Homojen sandvig sisteminde rEPO ve antikor etkilesim siresi

Bu verilere gore inktbasyon suresi artikga SERS sinyallerinde artis gbzlenirken 60
dk. sonrasinda 6nemli dizeyde bir artis gdézlenmemistir. Homojen immunoanaliz

sistemi i¢in optimum rEPO etkilesim slresi 60 dk. olarak belirlenmigtir.
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Sekil 4.8. Heterojen sandvig sisteminde rEPO ve antikor etkilesim suresi

Antikor bagli altin plaka yuzeyleri ile yapilan galisma sonrasinda inklibasyon
suresi artikca SERS sinyallerinde artis gozlenirken 60 dk. sonrasinda 6nemli
duzeyde bir artis gézlenmemigtir. Heterojen immunoanaliz sistemi igin optimum
rEPO etkilesim suresi 60 dk. olarak belirlenmigtir. At plazmasindan rEPO’nun
tayinine yonelik bir calismada EPO-partikul etkilesim suresi 15 dakika oldugu [24]
, insan idrarinin dan rEPO’nun tayinine yonelik bir calismada ise etkilesim
suresinin 30 dk. oldugu belirtilmigtir [25]. Bu Iki ¢alismada benzer antikorlar
kullaniimistir. Bu calismalar ile kiyaslandiginda tasarladigimiz yontemlerin rEPO
etkilesim suresinin  daha uzun olmasinin nedeninin segilen antikordan
kaynaklandigini  daslinmekteyiz. Manyetik nanopartikil ylzeyine antikor
immobilizasyonuna yonelik baska bir calismada kiglk boyutlara sahip manyetik
nanopartikullerin  kullanildigi  yéntemlerin hassasiyetini artirmak igin 1 saat
inkiibasyon slresinin gerekli oldugu belirtiimistir [122]. immunoanaliz yéntemlerin
pek cok basamaginda inkUbasyon basamagi 1 saattir. Buna gore yaptigimiz
calismada optimum inkubasyon suresinin mevcut birgcok yontemde ile benzer

oldugu gorualmustar.

43



4.2.3. Segici Olmayan Baglanmalarin Onlenmesi
4.2.3.1. Bloklama Ajanin Secilmesi

Hedef analitin tayini icin sandvi¢ yapi olusturacak altin kapli manyetik kire
partiktller ve altin plaka yuzeyleri ile altin gubuk partiklller arasinda 6zgln
olmayan baglanmalarin gergeklesmemesi i¢in yuzeylerinde agikta kalan gruplarin
bloklama ajanlari ile kapatiimasi gerekmektedir. Bu amacla farkli bloklama ajanlari
kullanilarak en etkili bloklama ajanin belirlenmesi igin, antikor bagl yuzeyler ile
%1BSA, %1yadsiz sut, %1 etanolamin ve %10 etanolamin -4 mg/mL alanin
cozeltileri ile 1 saat bloka edilmistir. Daha sonra ortamda kor g¢ozeltisi ( hedef
analitin bulunmadidi PBS tamponu) kullanilarak iki partikul ve altin yuzey ile altin
nanocgubuklar birbirleriyle etkilestiriimis ve PBS -%0.05 Tween 20 tamponu ile
yikama yapilmistir. Tamamlanan sandvig¢ yapi icin DTNB sinyali kullanilarak SERS
Olcumleri alinmigtir (sekil 4.9 ve 4.10).
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Sekil 4.9. Homojen sandvig sisteminde bloklama ajanlarinin spesifik olmayan

baglanmalar Gzerine etkisinin SERS sinyalleri ile incelenmesi
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Sekil 4.10. Heterojen sandvi¢ sisteminde bloklama ajanlarinin spesifik olmayan

baglanmalar Gzerine etkisinin SERS sinyalleri ile incelenmesi

Calismanin birinci asamasinda kullanilan bloklama ajanlarinin SERS sinyalleri
incelendiginde %1 yagsiz sutln bloklama ajani olarak uygun olmadigi ve %1 BSA
ve %1 etanolaminin segici olmayan baglanmalari azaltmis fakat tam olarak
engelleyemedigi gozlenmistir. Literatirdeki makalelerde bloklama ajani segimi
bakimindan incelendiginde alanin’ in bloklama ajani olarak kullanildigi géralmasttr
[123]. Bundan dolayr galismanin ikinci asamasinda etanolamin derigsimi %10’na
cikarilmis ve ortama -4 mg/mL alanin ¢ozeltisi eklenmigtir. Hem homojen hem de
heterojen sandvi¢ sistemden elde edilen SERS sinyalleri incelendiginde ise %10
etanolamin-4 mg/mL alanin’ in bloklama ajani olarak beklenilen etkinligini

gOsterdigi saptanmigtir.
4.2.3.2 Bloklama Suresinin Belirlenmesi

En uygun bloklama suresini belirlemek igin yapilan ¢alismada, %10 etanolamin -4
mg/mL alanin karigimi farkli strelerde (0 dk,30 dk,1 saat,2saat ve 3 saat) partikdl
ve altin plaka yuzeyleri ile etkilestiriimistir. Daha sonra ortamda koér ¢ozeltisi (
hedef analitin bulunmadig1 PBS tamponu) kullanilarak iki partikul ve altin yuzey ile
altin nanocubuklar birbirleriyle etkilestirilmistir ve PBS -%0.05 Tween 20 tamponu
ile ylkama yapilmistir. Tamamlanan sandvig yapi igin DTNB sinyali kullanilarak
SERS olgumleri alinmigtir (sekil 4.11 ve 4.12 ).
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Sekil 4.11. Homojen sandvig sisteminde farkli bloklama surelerinde elde edilen
SERS sinyali

Sekil 4.11 ‘de SERS sinyalleri izlendiginde SERS sinyallerinin zamanla azaldigi ve
1 saat sonrasinda degismedigi gozlenmistir. Yontemin hassasiyeti agisindan
optimum bloklama zamani 1 saat olarak segilmis ve sonraki deney ¢alismalari bu

zaman Uzerinden gerceklestiriimistir.
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Sekil 4.12. Heterojen sandvig sisteminde farkh bloklama surelerinde elde edilen
SERS sinyali

Sekil 4.12‘de SERS sinyallerinin homojen sandvi¢ sistemde elde edilen SERS
sinyalleri ile karsilastirildiginda benzer sonuglar elde edilmistir. SERS sinyallerinin

zamanla azaldigi ve 1 saat sonrasinda degismedigi gozlenmistir. Yontemin
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hassasiyeti agisindan optimum bloklama zamani 1 saat olarak segilmis ve sonraki

deney calismalari bu zaman Gzerinden gercgeklestirilmigtir.
4.2.3.3 Segici Olmayan Baglanmalarin Yikama Prosediirleri ile Onlenmesi

Spesifik olmayan etkilesimleri gidermek amaciyla ylzeyine antikor bagl antikor
nanopartikuller ve altin plaka yuzey ile rEPO etkilesimi sonrasinda yuzey aktif
maddelerle yikama islemi yapiimis ve yikama sayilarinin spesifik olmayan
etkilesimler Uzerine etkisi incelenmistir. Bu amacla yikama ¢ozeltisi olarak literatur
verilerine dayanarak -%0.05’lik Tween 20 iceren PBS (PBST) tamponu
hazirlanmistir. Yikama tamponlarinda Tween 20 kullanilmasi istenmeyen protein
adsorpsiyonunu veya segcici olmayan baglanmalari engellemektedir [124 ]. Daha
sonra ortamda kor ¢ozeltisi ve 10 pg/mL derisimindeki rEPO ¢o6zeltisi kullanilarak
antikor bagli nanopartikil ve altin yulzeyleri ile altin nanocubuklar birbirleriyle
etkilestirilmistir. Farkli sayillarda PBS -%0.05 Tween 20 tamponu ile yikama
yapiimis ve yikama sayisinin etkinligi, DTNB sinyali kullanilarak SERS o6lgumleri
ile kontrol edilmigtir (sekil 4.13 ve 4.14 ).
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Sekil 4.13. Homojen sandvig sisteminde yilkama sayisinin spesifik olmayan

baglanmalar Gzerine etkisinin SERS sinyalleri ile incelenmesi

Elde edilen sonuglara gore hi¢ yikama yapilmadigi durumda kor sinyalinin hedef
analitin (10 pg/mL rEPO) varliginda alinan sinyallere yakin sinyaller alinmistir.
Yikama sayisi arttikca hem kor hem de rEPO ‘dan alinan SERS sinyallerinin
azaldigi gozlenmistir. Kor sinyali ile 10 pg/mL rEPO’dan alinan sinyal yikama
sayilarina gore karsilastinldiginda immunomanyetik ayrimin yuksek segicilikte
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yapilabilece@i gosterilmistir. Bu sonuglara dayanarak tguncu ve dorduncu yikama
arasinda ¢ok az bir fark gozlendiginden dort yikama sayisinin yeterli oldugu

gozlenmisgtir.
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Sekil 4.14. Heterojen sandvig sisteminde yikama sayisinin spesifik olmayan

baglanmalar Gzerine etkisinin SERS sinyalleri ile incelenmesi

Heterojen sandvi¢ sisteminde de ylkama sayisi etkinligi SERS sinyalleri takip
edilerek izlendiginde homojen sistemde elde edilen sonuglara benzer sonugclar
elde edilmistir. Her iki sistem karsilastirildiginda kérden ve rEPO’dan alinan SERS
sinyallerinin heterojen sandvi¢ sistemde daha az oldugu gézlenmistir. Bunun
nedeninin manyetik partiklllerin boyutlarinin kagik olmasi ve yuzey alanlarinin
daha genis olmasi yluzinden daha fazla sayida hedef analite baglanabilmesi ve

hizli baglanma kinetigine sahip olmasindan kaynaklandigini disunmekteyiz.
4.3.Homojen Sandvi¢ Sisteminde rEPO Tayini

Homojen sandvig sisteminde rEPQO’yu tespit etmek igin antikor ile modifiye edilmis
manyetik partikillerin ylizeyi DTNB ile etiketlenmis nanogubuklar ve rEPO
standardi ile etkilestirilmistir. rEPO standart ¢ézeltileri 0-10000 pg/mL arasinda
degisen derisimlerde pH 7.4 PBS tamponu ¢ozeltisi ile hazirlanmis ve hazirlanan

dilusyonlardan SERS spektrumlari elde edilmistir (sekil 4.15)
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Sekil 4.15. Homojen sandvig sisteminde farkli rEPO derisimlerinde elde edilen
SERS spektrumu

DTNB etiketli nanogubuklar kullanilarak tamamlanan homojen sandvi¢ sisteminin
analizinin sonucu, etiket olarak kullanilan DTNB’nin 1335 cm-1 deki nitro grubuna
ait bant siddetlerinin rEPO derisimlerine karsilik gelen degerleri kullanilarak
hazirlanan kalibrasyon grafigi sekil 4.16 ‘da gortlmektedir. Grafik reaksiyona giren
0-10000 pg/mL arasinda degisen rEPO derigimleri igin hazirlanmis ve bu
konsantrasyon araliklarinda dogrusal kalibrasyon grafigi (R?=0.9833) elde

edilmistir.
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Sekil 4.16. Homojen sandvig sisteminde farkli rEPO derisimlerinde elde edilen
kalibrasyon grafigi (R>=0.9833, y=2671+20268)

4.4.Heterojen Sandvig¢ Sisteminde rEPO Tayini

Heterojen sandvig¢ sisteminde rEPO’yu tespit etmek igin antikor ile modifiye edilmis
altin plaka yuzeyi DTNB ile etiketlenmis nanogubuklar ve rEPO standardi ile
etkilestirilmistir. rEPO standart c¢ozeltileri 0-10000 pg/mL arasinda degisen
derisimlerde pH 7.4 PBS tamponu c¢ozeltisi ile hazirlanmis ve hazirlanan

dilisyonlardan SERS spektrumlari elde edilmistir (sekil 4.17)
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Sekil 4.17. Heterojen sandvi¢ sisteminde farkl rEPO derigsimlerinde elde edilen
SERS spektrumu

DTNB etiketli nanogubuklar kullanilarak tamamlanan homojen sandvig¢ sisteminin
analizinin sonucu, etiket olarak kullanilan DTNB’nin 1335 cm-1 deki nitro grubuna
ait bant siddetlerinin rEPO derigimlerine karsihk gelen degerleri kullanilarak
hazirlanan kalibrasyon grafigi sekil 4.18 ‘de gorulmektedir. Grafik reaksiyona giren
0-10000 pg/mL arasinda degisen rEPO derisimleri icin hazirlanmis ve bu
konsantrasyon araliklarinda dogrusal kalibrasyon grafigi (R?=0.9818) elde

edilmigtir.

Tasarlanan her iki yontemle ¢ok dusuk derisimlerde (0.1 pg/mL) rEPO‘yu oldukga

hassas bir sekilde tespit edilebilecegi SERS spektrumlarinda gértlmektedir.
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Sekil 4.18. Heterojen sandvig sisteminde farkh rEPO derigsimlerinde elde edilen
kalibrasyon grafigi (R°=0.9818, y=1767x+7343.6)

4.5.Yéntemlerin Biorad Orijinli Kontrol idrar Orneklerine Uygulanmasi
4.5.1.Homojen Sandvi¢ Sisteminde idrarda rEPO Tayini

Homojen sandvig sisteminde rEPQO’yu tespit etmek icin antikor ile modifiye edilmis
manyetik partikillerin ylizeyi DTNB ile etiketlenmis nanogubuklar ve farkh
derisimlerde rEPO standardi iceren ( 0.1, 1, 5, 10, 100, 1000 pg/mL) ve uEPO
iceren (kor idrar) biorad orijinli kontrol idrar Ornekleri ile etkilestiriimistir. rEPO
iceren biorad orijinli kontrol idrar 6rneklerinin analizinden elde edilen SERS

spektrumlari sekil 4.19’da verilmistir.
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Sekil 4.19. Homojen sandvig sisteminde farkli derisimlerinde rEPO iceren biorad

orijinli kontrol idrar érneginin analizinden elde edilen SERS spektrumu

DTNB etiketli nanogubuklar kullanilarak tamamlanan homojen sandvi¢ sisteminin
analizinin sonucu, etiket olarak kullanilan DTNB’nin 1335 cm-1 deki nitro grubuna
ait bant siddetlerinin farkli derisimlerinde rEPO igeren biorad orijinli kontrol idrar
ornegine karsilik gelen degerleri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafigi sekil
4.20 ‘de gorulmektedir. Grafik reaksiyona giren 0-1000 pg/mL arasinda degisen
rEPO derisimleri igin hazirlanmis ve bu derisim araliklarinda dogrusal kalibrasyon

grafigi (R?=0.9692) elde edilmistir.
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Sekil 4.20. Homojen sandvi¢ sisteminde farkli derisimlerinde rEPO igeren biorad
orijinli  kontrol idrar ©6rneginin analizinden elde edilen kalibrasyon grafigi
(R?=0.9692, y=3114.2x+19087)

4.5.2. Heterojen Sandvig Sisteminde idrarda rEPO Tayini

Heterojen sandvi¢ sisteminde rEPO’yu tespit etmek igin antikor ile modifiye edilmis
altin plaka yuzeyi DTNB ile etiketlenmis nanogubuklar ve farkh derisimlerde rEPO
standardi igeren ( 0.1, 1, 5, 10, 100, 1000 pg/mL) ve uEPO igeren (kor idrar)
biorad orijinli kontrol idrar drnekleri ile etkilestiriimistir. rEPO igeren biorad orijinli
kontrol idrar drneklerinin analizinden elde edilen SERS spektrumlari sekil 4.21°de

verilmistir.
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Sekil 4.21. Heterojen sandvi¢ sisteminde farkh derisimlerinde rEPO igeren biorad

orijinli kontrol idrar 6rneginin analizinden elde edilen SERS spektrumu

DTNB etiketli nanogubuklar kullanilarak tamamlanan heterojen sandvig sisteminin
analizinin sonucu, etiket olarak kullanilan DTNB’nin 1335 cm-1 deki nitro grubuna
ait sinyal siddetlerinin farkl derisimlerde rEPO iceren biorad orijinli kontrol idrar
ornegine karsilik gelen degerleri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafigi sekil
4.22 ‘de gorulmektedir. Grafik reaksiyona giren 0-1000 pg/mL arasinda degisen
rEPO derisimleri igin hazirlanmis ve bu derisim araliklarinda dogrusal kalibrasyon
grafigi (R?=0.9322) elde edilmistir.

Geligtirilen homojen ve heterojen sandvi¢ immunoanaliz yontemlerinde biorad
orijinli kontrol idrar érnekleri ile yapilan ¢alismada rEPO tayini hassas bir sekilde
tespit edilmistir. Ayrica biorad orijinli kontrol idrar orneklerden elde edilen

kalibrasyon grafikleri kullanilarak validasyon verileri hesaplanmistir.
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Sekil 4.22. Heterojen sandvig sisteminde farkli derisimlerinde rEPO iceren biorad
orijinli  kontrol idrar 6rneginin analizinden elde edilen kalibrasyon grafigi
(R?=0.9322, y=3201.4x+14629.3)

4.6. Kontrol Deneyleri
4.6.1.Validasyon Deneyleri

Validasyon calismalarinda yontemlerin segiciligi, tespit limiti (LOD), tayin limiti
(LOQ) ,dogrulugu, ara kesinligi ve geri kazanimi tespit edilmistir. Bu amagla biorad
orijinli kontrol idrar drneklerine 0-1000 pg/mL arasinda rEPO eklenmistir ve 1335
cm-1 deki SERS sinyallerinin siddetleri arasindaki iligki kullanilarak yontemlerin
dogrusalligini saglamak icin kullaniimistir. Tespit limiti (LOD) ve Tayin limiti (LOQ)
degerlerini hesaplamak icin dogrusalli§i gésteren kalibrasyon egrisinin regresyon
esitligi kullaniimigtir. LOD, yontemin laboratuvar kogullarinda 6rnekteki varhigini
tespit edebildigi ancak kesin miktarini 6lgemedigi en duslk analit konsantrasyonu;
LOQ ise miktarsal olarak tespit edilebilen en digsuk analit konsantrasyonu olarak
tanimlanmistir [125 ].Kalibrasyon dogrusunun egimi (b) ve regresyon bagimsiz
teriminin standart sapmasi (Sb) IUPAC’a gére LOD ve LOQ degerlerini

hesaplamada asagidaki esitlikten yararlaniimistir:

k1XSb
b

k2XSb
b

LOD= , LOQ=
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k1 ve k2 degerleri sirasiyla yaklagik olarak 3,3 ve 10’dur. Yontemlerin hesaplanan

LOD ve LOQ degerleri gizelge 4.1. ve 4.2 ‘de gosterilmistir.

Homojen Sandvig¢ Sistemi

Regresyon Esitligi 3114x +19087
LOQ (pg/mL) 0,0285
LOD (pg/mL) 0,0085

Cizelge 4.1.Homojen sandvig sisteminin biorad orijinli kontrol idrar drneklerinden

elde edilen kalibrasyon denkleminden hesaplanan LOQ ve LOD degerleri

Heterojen Sandvig¢ Sistemi

Regresyon Esitligi 3201x +14629
LOQ (pg/mL) 0,154
LOD (pg/mL) 0,0463

Cizelge 4.2. Heterojen sandvi¢ sisteminin biorad orijinli kontrol idrar 6érneklerinden

elde edilen kalibrasyon denkleminden hesaplanan LOQ ve LOD degerleri

Geligtirilen yontemlerin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla homojen sistem igin
0,0085 pg /mL ve 0.0285 pg /mL iken heterojen sistemde 0.0463 pg /mL ve 0.154
pg /mL bulunmustur. Literatlr incelendiginde SERS temelli analiz sistemlerinde
36.5 pg/mL(1 pM) [24] , 0,4 pg/mL (0.01 fM) [25] gibi gbzlenebilme sinirlarina

sahip galigmalar yapiimigtir.

Yontemlerin dogrulugunu ve kesinligini hesaplamak igin 0.1, 1 and 5 pg /mL rEPO
biorad orijinli kontrol idrarina eklenmigtir ve 4 gun ayni kogullarda analiz tekrar
edilmistir. Daha 6nce biorad orijinli kontrol idrar 6rneklerinin analizinden elde

edilen sekil 4.20 ve 4.22°de ki kalibrasyon grafigi kullanilarak 0.1, 1 and 5 pg /mL
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derisimlerinde rEPO iceren biorad orijinli kontrol idrar érneklerinin 1335 cm-1 deki

SERS sinyallerinin siddetleri arasindaki iligki kullanilarak yontemlerin dogrulugu ve

kesinligi (%RSD) hesaplanmigstir (Cizelge 4.3 ve 4.4).

Homojen Sandvi¢ Sistemi

Konsantrasyon Bulunan  Geri Kazanim  RSD Dogruluk
(pg mL™) (pg mL™) (%) (%) (%)
0.1 0.09 %92 13.8 8
1 0.91 %91 13.9 8.6
5 4.89 %98 9.0 -2.6

RSD: Relative standard deviation

Cizelge 4.3. Homojen sandvig sisteminin dogrulugu ve kesinligi

Heterojen Sandvic¢ Sistemi

Konsantrasyon Bulunan  Geri Kazanim  RSD Dogruluk
(pg mL™*) (pg mL™) (%) (%) (%)
0.1 0.09 %92 17.1 8
1 1.01 %93 16.9 7
5 4.70 %94 17.1 6

RSD: Relative standard deviation

Cizelge 4.4. Heterojen sandvig sisteminin dogrulugu ve kesinligi

Validasyon g¢alismalarinda sonuglarin performans kriterleri ile ilgili mevzuat ya da

teknik bir dokuman belirtiimedigi surece geri kazanim performans kriterleri %80 ile

%110 arasinda deg@ismesi basarili olarak kabul edilir. Ara kesinligin performans

kriteri % RSD’nin %20’den kugluk olmasi gerekir [126 ].
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Homojen sandvi¢ sisteminde 0.1, 1 and 5 pg /mL rEPO igeren ornekler igin
sirasiyla %92, %91 ve %98 geri kazanim ve %RSD degerleri %20’nin altinda

bulunmustur.

Heterojen sandvi¢ sisteminde 0.1, 1 and 5 pg /mL rEPO iceren oOrnekler igin
sirasiyla %92, %93 ve %94 geri kazanim ve %RSD degerleri %20’nin altinda
bulunmustur. Sonuglar incelendiginde gelistirilen yontemlerin  performans

kriterlerini sagladigi gérulmustar.

Ayrica idrardaki endojen ve rekombinant eritropoetin ayrimini gosterebilmek igin
pozitif ve negatif idrar érnekleri kullaniimistir. Ug farkh derisimde uEPO igeren (1.5,
2.5, 5 IU/L) biorad orijinli kontrol idrar ornekleri iki kisma ayriimistir ve 6rnegin ilk
kismi direk olarak analiz edilmistir. ikinci kismina ise 1 pg/mL rEPO eklenerek
analiz yapilmisgtir. Yontemlerin segiciligi, idrar érneklerinin analizinden elde edilen

SERS spektrumlari sekil 4.23 ve 4.24 'te verilmistir.
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Sekil 4.23. Homojen sandvig sisteminin segiciligini gésteren SERS spektrumu
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Sekil 4.24. Heterojen sandvi¢ sisteminin segiciligini gosteren SERS spektrumu

Sekil 4.23 ve 4.24 ‘teki farkli derisimlerde uEPO igceren biorad orijinli kontrol idrar
matrikslerinin kullanildigi SERS spektrumlari incelendiginde 1 pg/mL derisiminde
rEPO igeren 6rneklerin bant siddetinin kor olarak kullanilan idrarlardan alinan bant
siddetinden ylUksek oldugu ve bu sayede gelistirilen yontemin hedef analiti

belirlemede segici ve guvenilir oldugu gosterilmigtir.
4.6.2. Antikor Seciciliginin Belirlenmesi

Tasarlanan yontemlerde antikor seciciligi belirlemek icin PBS tamponu icerisinde
hazirlanmis 100 pg /mL derisimindeki ACT, HSG, THP ve Ure ile sandvi¢ yapi
olusturulmustur. Analiz sonucunda elde edilen SERS spektrumu sekil 4.25 ve

4.26’da verilmistir.
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Sekil 4.25. Homojen sandvig sisteminin antikor segiciligini gdsteren SERS
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Sekil 4.26. Heterojen sandvi¢ sisteminin antikor segiciligini gosteren SERS
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Elde edilen sonuglara gore her iki yontemde de hedef matriksten rEPO’yu
yakalamak igin secilen antikorun rEPO’yu spesifik olarak taniyabildigini ve endojen

proteinlerin ve ure ile herhangi bir gapraz baglanma gostermedigi bulunmustur.
4.6.3. SDS-PAGE ve Western Blotting Yontemi Capraz Validasyon

SDS-PAGE ve Western Blot yontemleri yardimiyla ylzeyi antikor ile kaplanmig
manyetik nanopartikiller farkh derisimlerdeki ( 0.1, 1, 10, 50 100 pg/mL, 1,10,100
ng/mL) rEPO igeren biorad orijinli kontrol idrar érnekleri ile etkilestirilmistir.

Deney sonrasinda elde edilen CCD géruntuleri sekil 4.27°de verilmistir.

100ngmL 10ng/mL  1ng/mL  100pg/mL 50pg/mL 10pgmL  1pgml  0.1pgml NC PC

b ‘ |. 4.4— (EPQ
. . « M0

Sekil 4.27. Manyetik nanopartikdl ile yapilan immunopdurifikasyonun CCD kamera

goruntusu

CCD kamera goruntust incelendiginde, sentezlenen manyetik nanopartikillerin
SERS aktif substrat olarak kullaniimasinin yani sira biorad orijinli kontrol idrar
matriksinden eritropoetini dliguk miktarlarda dahi yakalayarak manyetik
immunopurifikasyon iglemini gergeklestirmistir. Literatir c¢alismalarinda, Jel
elektroforezi ve Western Blotting temelli analiz sistemleri kullanilarak ELISA kiti ile
manyetik partikdl immunopdurifikasyon sonuglari karsilastirilmis ve manyetik
partiktllerden elde edilen sonuglari daha iyi oldugu gozlenmistir ve doping kontrol
analizlerinde EPO analizinde manyetik partiktllerin hem pdurifikasyon hem de

konsantrasyon asamalarinda kullaniimasinin faydal olacagi bildirilmistir [127 ] .
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada, doping kontrol analizlerinde kompleks idrar matriksinden oldukca
dusuk miktarlarda bulunan EPO’yu basit ve hizl bir sekilde tayin edebilmek igin
antikor ile modifiye edilmis nanopartikil tabanli SERS 6lgimuine dayanan iki farkli
sandvic immunoanaliz yontemi geligtirilmistir. Antikor ile modifiye edilmig
nanopartikullerin sahip oldugu essiz 6zelliklerinden dolay! ( hassas, 6zgun, ucuz
ve kolay sentezlenen) birgok biyolojik yapilarin analizinde kullaniimaktadir. Bu
Ozelliklerinden yola gikarak galismamizda manyetik 6zellige sahip olan ve olmayan
nanopartikuller sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Sentezlenen nanopartikuller
hem homojen hem de heterojen sandvig immunoanaliz yontemlerinde

kullaniimistir.

Gelistirilen homojen sandvi¢ sisteminde o6ncelikle demir nanopartikuller
sentezlenmistir. Daha sonra sentezlenen demir partikillerin ylzeyi altin ile
kaplanmigtir. Altin kapli demir nanopartikillerin ylzeyine antikorun kovalent bir
sekilde baglanabilmesi gerekli modifikasyonlar yapilmistir. Heterojen sandvig
sisteminde ise altin plaka yuzeylerine de antikor baglayabilmek icin ayni
modifikasyon islemleri uygulanmistir. Sandvi¢ yapiyr tamamlamak igin ikinci
asamada manyetik Ozelik gostermeyen altin nanogubuklar sentezlenmigtir.
Sentezlenen altin nanogubuklarin ylzeyi SERS aktif substrat DTNB ile
kaplanmigtir. DTNB ile etiketlenen nanopartikillere daha sonra antikor
baglanmistir. Her iki analizde de kullaniimak amaciyla secilen antikor EPO’yu
O0zgun bir sekilde baglayabilmektedir. Antikor ile modifiye edilen altin plaka ve
manyetik nanopartikiller érnek ile karistirilarak rEPO’nun analiz matriksinden
ayrilmasi saglanmigtir. Ortama DTNB isaretli nanogubuklar eklenerek sandvi¢ yapi
tamamlanmis SERS sinyalleri takip edilmigtir. Gelistirilen yontemlerin hassasiyetini
artirmak amaciyla antikor derisimi, rEPO etkilesim suresi, spesifik olmayan
baglanmalarin 6nidne ge¢mek igin kullanilan bloklama ajanlari, bloklama stresi ve
ylkama sayisi gibi gesiti parametrelerde  optimizasyon calismalari
gerceklestiriimistir ve en ylksek baglanma etkinligini gosteren degerler analiz

yonteminde kullaniimistir.

Calisma kapsaminda DTNB etiketli nanogubuklar kullanilarak tamamlanan
sistemlerinin analizinin sonucu, etiket olarak kullanilan DTNB’nin 1335 cm-1 deki
nitro grubuna ait sinyal siddetlerinin artan rEPO konsantrasyonlarina karsilik gelen
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degerleri kullanilarak kalibrasyon grafigi cizilmigtir. Grafikler reaksiyona giren O-
10000 pg/mL rEPO konsantrasyonlari i¢in hazirlanmig ve bu konsantrasyon
araliklarinda dogrusal kalibrasyon grafikleri (homojen sandvig sistemi, R>=0.9833;
heterojen sandvi¢ sistemi, R>=0.9818) elde edilmistir. Yontemlerin gercek biyolojik
orneklerde uygulanabilirligini gostermek igin biorad orijinli kontrol idrar matriksinde
rEPO analizi yapilmigtir. Yontem gecerlilik c¢alismalari i¢in gerekli olan

parametreler biorad orijinli kontrol idrar numunelerinde ¢alisiimistir.

0 — 1000 pg /mL arahgindaki rEPO igeren biorad orijinli kontrol idrar érneklerinin
analizinden elde edilen SERS sinyal siddetleri kullanilarak dogrusal kalibrasyon
grafikleri (homojen sandvig sistemi, R?=0.9692; heterojen sandvig sistemi,
R?=0.9320) elde edilmistir. Gelistirilen sistemlerin biorad orijinli kontrol idrar
orneklerinden ve standart c¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon grafikleri
karsilagtinldigin da idrar 6rneklerinden elde edilen kalibrasyon grafiginin regresyon
degeri daha dusik bulunmustur fakat gergcek orneklerle yapilan analizlerde
beklenen bir sonugtur. Literatir c¢alismalari ile kiyaslandiginda kalibrasyon
grafikleri sadece standart analit ¢cozeltileri ile gerceklestiriimistir ve hesaplamalar
bu grafik Gzerinden yapilmistir [24] .Yaptigimiz ¢alismalarda biorad orijinli kontrol
idrar 6rneklerinden elde edilen kalibrasyon grafikleri kullanilarak validasyon verileri
hesaplanmigtir. Yontemlerin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla homojen sistem igin
0,0085 pg /mL ve 0.0285 pg /mL iken heterojen sistemde 0.0463 pg /mL ve 0.154
pg /mL bulunmustur. rEPO tayini igin gelistirilen homojen ve heterojen sandvi¢
immunoanaliz  yontemlerin literatirdeki c¢aligsmalara ait LOD degerleri

incelendiginde daha dusuk LOD degerleri elde edilmistir (Cizelge 5.1. )
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Analitik metot LOD (pg/mL)

HRMS 25 [128]
. Aptamerik Real-time PCR 39 [129]
LC-FAIMS-MS 100 [130]
CE-MS 12.8 (0,35 nM) [131]
Aptameric MB-based probe 14.6 (0.4 nM) [132]
Apt-AuNPs Fluorescent probe 33.6 (0,92 nM) [133]
LC-MS/MS 100 [11]

Lateral Flow Test (MAIIA diagnostic) 0,035 (1.2 fM) [134]
SERS 36.5 (1 pM) [24]
SERS 0,4 (0.01 fM) [25]
Homojen sandvi¢ immunoanaliz 0.0285

Heterojen sandvi¢ immunoanaliz 0.154

Cizelge 5.1. Gelistirilen yontemlerin diger analitik metotlarla kargilastiriimasi

Biorad orijinli kontrol idrar Orneklerinden elde edilen kalibrasyon grafikleri
kullanilarak yontemlerin geri kazanimi ve ara kesinligi hesaplamistir. Homojen
sandvig sisteminde 0.1, 1 and 5 pg /mL rEPO igeren Ornekler igin sirasiyla %92,
%91 ve %98 geri kazanim ve ara kesinligi %20’nin altinda bulunmustur. Heterojen
sandvi¢ sisteminde ise sirasiyla %92, %93 ve %94 geri kazanim ve ara kesinligi
%20’nin altinda bulunmustur. Sonuglar incelendiginde geligtirilen ydntemlerin
performans kriterlerini sagladigi goriimustir.  Yoéntemlerin segiciligini belirmek
icin  kor olarak farkh derisimlerde uEPO igeren biorad orijinli kontrol idrar
orneklerinin kullanildigi SERS spektrumlari incelendiginde 1 pg/mL derisiminde
rEPO igeren drneklerin bant siddetinin kor idrarlardan alinan bant siddetinden
yuksek oldugu ve bu sayede gelistirilen yontemin hedef analiti belirlemede segici

ve guvenilir oldugu goralmustar.

Validasyon caligmalarinda kullanilan antikorun segciciligini géstermek amaciyla
idrar matriksinde bulunan benzer epitoplara sahip proteinler (ACT, HSG, THP) ve

protein yapisinda olmayan Urenin analizi sonucunda elde edilen SERS sinyali ile
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pozitif ve negatif kontrollerinden gelen sinyaller kargilastiriimistir. Elde edilen
sonuglara gore her iki yontemde de hedef matriksten rEPO’yu yakalamak igin
secilen antikorun rEPO’yu spesifik olarak taniyabildigini, endojen proteinlerin ve
ure ile herhangi bir capraz baglanma gostermedigi bulunmustur. Sentezlenen
nanopartikullerin  EPO’yu segici bir sekilde idrar matriksinden izolasyonunu
saglayip saglayamadigi kontrol etmek igin yapilan gapraz validasyon deneyleri

sonuncunda ¢ok disik konsantrasyonlarda (0.1 pg/mL) EPQO’yu tespit edebilmistir.

Gunumuzde rekombinant eritropoetin ve analoglarinin tespitinde WADA tarafindan
onaylanan ( WADA Technical Document- TD2015EPO) elektroforetik (IEF-PAGE,
SDS-PAGE ve SAR-PAGE) ve immunoblotting teknikleri ile yapilmaktadir. Bu
tekniklerin uygulanmasi sirasinda ¢ok fazla analitik stirece ( 6rnek hazirlama,
immunopdrifikasyon, CCD kamerada gériintileme gibi ) ihtiya¢ vardir. Ornegin
numune hazirlama asamasinda oldukga yuksek miktarda (20 mL) idrar numunesi
ile baglanmasi ve EPO tespitinin yapilabilmesi icin idrarin en az 400 kat konsantre
edilmesi gerekmektedir. Bu maddelerin tespitinde tarama ve dogrulama analizinde
farkli elektroforetik tekniklerin kullanimi zorunlu kilinmaktadir. EPO analizlerinin
tespitinde oldukga fazla miktarda yonteme, kimyasala, zamana ihtiyag
duyulmaktadir. Bu yuzden EPO stimuile edici ajanlarin tespitine yonelik kullanilan
mevcut metotlarda karsilasilan zorluklarin asilabilmesi ve idrar ya da kan
matriksinden ¢cok daha duguk miktarlari tespit edebilmek amaciyla daha ucuz,
secici ve hassas yontemlerin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizda
kullandigimiz antikor ile modifiye edilmis nanopartikiler yuksek segicilikte hedef
analite baglanarak bir 6n zenginlestirme analizine ihtiyag duymadan tek
basamakta rEPO’yu ¢ozeltiden uzaklastirabilmektedir. Kullanilan diger metotlarin
aksine rEPO’yu bluyuk ornek hacimlerinden izole ve konsantre etmeye ihtiyac
duyulmayan bir tekniktir. Biorad orijinli kontrol idrar 6rneklerine uygulandiginda,
idrarda endojen olarak bulunan diger proteinler ile ¢apraz baglanma olmaksizin
hedef analit analizi gergeklestiriimistir. EPO, antikor ile modifiye edilmis
nanopartikillere  bagladiginda kolay bir gsekilde manyetik ayirma ile
ayirabilmektedir ve yikama islemlerinde sonra direkt SERS teknigi ile analiz

edilebilmektedir.

Geligtirdigimiz analiz yontemlerin daha hizli ve dusuk maliyetli oldugundan protein
analizinde kullanilan LCMS, ELISA ve jel elektroforezi ( SDS-PAGE, IEF-PAGE ve
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SAR-PAGE gibi) gibi tekniklere alternatif olduguna inaniyoruz. Doping kontrol
analizlerinde yasakh maddelerin analizi icin geligtirilen yontemlerin kisa surede
tamamlanmasli, secici ve yuksek hassasiyete sahip olmasi gerekmektedir.
Gelistirdigimiz yontemlerden elde edilen veriler son derece tatmin edici

oldugundan dolay! doping analizlerinde kullanilabileceg@ini dusinmekteyiz.
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