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OZET

Bu calismada, 12-Hidroksidodekonik asit (HDA), bis (3-aminopropil)
sonlu poli (dimetilsiloksan) [NH>-(PDMS),,_2500-NH2], biyotin, streptavidin
ve biyotinlenmis Protein A molekillerini iceren Si(100) yuzeyinde
kovalent bagh yeni bir coklu tabaka sistemi olusturuldu ve
tasarlanan yilizeyler ydénlendiriimis immiinoglobulin G (lgG)
immobilizasyonu icin kullanildi. Bu molekiiller su sebeplerden dolayi
secilmistir: 1) HDA molekili hem iyi mekanik o6zelliklere hem de
hidroksil ve karboksilik asit gibi iki farkli fonksiyonel gruba sahiptir. Bu
nedenle kendiliginden dizenlenen tek tabakalarin (KDTT)
hazirlanmasinda siklikla kullanilan bir molekiildiir. 2) NH2-(PDMS)-2500-
NH. molekiili, yiksek zincir esnekligine ve amin u¢ gruplarina sahip
olmasi nedeniyle secilmigtir. Bu esnek yapi1 sayesinde amin gruplari
biotin molekili ile kolayca etkilesebilmektedir. 3) Biyotin (vitamin H)
molekili streptavidin molekiliine karsi cok yiliksek bir baglanma
sabitine  (Kayima=10"° M) sahiptir. 4) Streptavidin baglanmasi ile
yuzeyler biyotinlenmis Protein A immobilizasyonu icin hazir hale



getirilmistir. 5) Protein A molekili ise IgG molekulinin
immobilizasyonu icin kullanilan spesifik bir molekuldir. Hazirlanan
coklu tabakalarin kalinliklari spektroskopik elipsometre (SE) ile
Olculmustir. Yuzeylerin karakteristik o6zellikleri hafifletilmis toplam
yansitma Fourier donlisumlia infrared spektroskopisi (ATR-FTIR),
atomik kuvvet mikroskobu (AFM), flioresans mikroskobu ve su degme
acisi olcumleri ile analiz edilmistir. Bu sonucglara gore; Protein A sonlu
ve elipsometre bilesimli yluzeyler, immiinosensér protein c¢ip

gelistirilmesinde 6nemli bir potansiyele sahip olacaktir.
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ABSTRACT

In this study, a novel multilayer system consisting of 12-
hydroxydodecanoic acid (HDA), poly(dimethylsiloxane), bis(3-
aminopropyl) terminated [NHx-(PDMS)n-2500-NH2], biotin, streptavidin,
and biotinated Protein A covalently attached on Si(100) surface was
formed and used for the oriented immobilization of immunoglobulin G
(IgG). These molecules were chosen for the following reasons. 1) The
HDA molecule has both good mechanical properties and two different
functional groups such as hydroxyl and carboxylic acid. Therefore, it is
one of the most useful molecule for the preparation of self-assembled
monolayer (SAM). 2) NH2-(PDMS)n-2500-NH2 was selected as a flexible
molecule with terminal amino groups and it has more freedom to tilt or
bend for attachment of biotin to all of the available amino groups. 3)
Biotin (vitamin H) has an extremely high binding constant (Kq=10"° M)
tetravalent streptavidin. 4) When streptavidin is bound to the overlayer,
a biotinated Protein A is readily immobilized. 5) Biotinated Protein A is
specific biomolecule for IgG immobilization. The thicknesses of the



vii

prepared multilayer systems were measured by spectroscopic
ellipsometry (SE). The surface characteristics were analyzed by
attenuated total reflectance fourier transform infrared spectroscopy
(ATR-FTIR), atomic force microscopy (AFM), fluorescance microscopy
and water contact angle measurements. As a result, the combination of
ellipsometry and Protein A terminated surface will be possessored the
potential to be further developed into an efficient immunosensor
protein chip.
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1.GIRIS

Nano kelime anlami ile herhangi bir fiziksel bUyUkligin bir milyarda biri
anlamina gelmektedir. Nano yapilar uzunluk olarak bakildiginda yaklagik 10-
100 atomluk sistemlere (10° metre) karsilik gelmektedirler. Bu boyutlarda
sistemlerin fiziksel davranislarinda normal sistemlere kiyasla farkli 6zellikler
g6zlemlenmektedir. Nanobilim ve nanoteknoloji olarak nitelendirilen bu
farklliklar yaklasik 10 seneden beri dinya Ulkelerinin sivil-askeri, bilim ve
teknoloji stratejilerini belirler hale gelmistir.

Nano oOlcek seviyesinde malzemelerin 6zellikleri makroskobik 6lcekten
tamamen farkli olup nano 6lcege yaklastikgca bircok 6zel, yararli ve yeni
Ozellikler ortaya ¢ikmaktadir. GUunimuzde maddeyi nanometre seviyesinde
isleyerek ve ortaya ¢ikan degisik 6zellikleri kullanarak, yeni teknolojik nano-
dlgekte aygitiar ve malzemeler yapmak miimkiin olmustur. Ornegin, taramali
tinelleme ve atomik kuvvet mikroskoplarini (STM ve AFM) kullanarak ytizey
Uzerinde atomlar iterek birbirlerinden ayirmak ve istenilen sekilde dizmek
mUmkuindUr. Batln bu gelismeler, 19. ylzyilda dinyayi yeniden sekillendiren
sanayi devrimine esdeder bir bilimsel ve teknolojik devrim baglatmigtir. Bu
sekilde atom ve molekdller ile oynayarak tek molekilden olusan transistér ve
elektronik aygitlar gerceklestiriimistir. Bltin bu calismalar ve gelismeler
elektronik, kimya, biyokimya, fizik, malzeme bilimi, uzay ve hatta saglhk

bilimlerini bir ortak arakesitte bulusturmustur [1].

Biyokimyasal olaylarn ydriten bagsta protein olmak (zere birgok
biyomolekilin taninmasi, sahip olduklari fonksiyonlarin ve aralarindaki
etkilesimlerin  aydinlatiimasi yeni yontemlere ve cihazlara gerek
duyurmaktadir. Biyocip/biyosensér teknolojisi bu yonde gelistirilen en énemili
teknoloji olarak duslnilse de henuz istenilen 6lgiimleri kolay, hizh, duyarh ve
ekonomik boyutta yapmaya yeterli sayida ydntem ve cihaz icermemektedir.
Biyocip hazirlama tekniklerinden biri olan kendiliginden dizenlenen tek

tabakalar (self assembled monolayers, SAM) cesitli ylzeyler (zerinde



hazirlanan nanoboyuttaki tasarimlardir. Kendiliginden dizenlenme ydntemi
biyocip teknolojisinde édnemli bir yere sahiptir. Bunun nedeni ylzeyler tzerine
yapilan tasarimlarin kolay gerceklestirilebilmesi, yéntemin ucuzlugu ve
molekiler diizenleme ile istenilen tasarimlarin gergeklestirilebilmesidir [2].

Bir ylzeye molekil baglamak icin, substrat (alt tabaka) ylzey Uzerine
istenilen molekdlin ¢6zeltisinin ilavesiyle, SAM kolayca hazirlanabilir.
Molekdllin asirisi ise yikama ile uzaklastirilir [3, 4]. Cok ¢esitli molekuller
kullanilarak birgok fonksiyonel gruba sahip ylzeyler hazirlanabilir. Literatirde

bu yénde hazirlanan bir cok calisma bulunmaktadir .

Duwez ve arkadaglari tarafindan gerceklestirilen bir calismada, altin ylzey
Uzerine oktadekantiyol, silisyum ylzeyine oktadesiltriklorosilan ve yine
silisyum ylizeyine oktadesiltrimetoksisilan molekdlleri ile -CHg sonlu ylzeyler
tasarlanmis ve bu ylzeylerin karakterizasyonu atomik kuvvet mikroskobu

(AFM), elipsometre ve degme acisi cihazi ile belirlenmigtir [5].

Cha ve arkadaslarinca gergeklestirilien bir calismada Si(111) ylzeyler
temizlenip klorlandiktan sonra poli (etilen glikol) polimeri baglanmistir. Elde
edilen —OH sonlu ylzeylere sirasiyla p-maleimidofenil izosiyanat ve DNA
oligomeri baglanmis ve biyomolekil sonlu bu ytzeyler X i1sini fotoelektron

spektroskopisi (XPS) ve fllioreasans mikroskobu ile karakterize edilmistir [6].

Bain ve Whitesides tarafindan gerceklestirilen bir c¢alismada farkl
uzunluklara sahip uzun zincirli w-hidroksialkantiyoller [HS(CH;),OH] ile altin
ylzeyinde SAM’ler olusturulmus ve bu ylzeylerin karakterizasyonu

elipsometre ve degme agisi cihazi ile belirlenmigtir [7].

Yine Bain ve Whitesides tarafindan gerceklestirilen bir diger calismada uzun
zincirli HS(CH2)21CH3 tiyol molekili ve HS(CH,)11OH tiyol molekdld ile altin
Uzerinde karisik tek tabakalar hazirlanmistir. Tasarlanan ylzeyler

elipsometre, degme agisi cihazi ve XPS ile karakterize edilmistir [8].



Knoll ve ¢alisma grubunca yapilan bir ¢alismada ise altin ylzeyler Gzerine
tiyol molekdlleri kullanilarak dizenlenme yapilmistir. Elde edilen asit
sonlanmig yUzeylere biyotin molekilleri baglanarak yutzeylerin streptavidin
proteinini tanimasi saglanmistir. Streptavidin  6zel bir molekildir ve
yapisinda biyotin molekilinin baglanmasi icin 4 adet aktif bdlge icerir. Bu
Ozelligi kullanilarak ytzeyler Uzerinde biyolojik aktiviteye sahip ylUzeyler
hazirlanabilir. Yine ayni calismada streptavidin baglanmis ylzeylerin protein
baglama kapasiteleri incelenmigtir. Ylzeyler ylzey plazma rezonans ve

flioresans mikroskobu kullanilarak karakterize edilmistir [9].

Brushan ve Liu tarafindan gerceklestirilen bir calismada ise, Au(111) ve
Si(111) ylzeyler Gzerine hekzadekantiyol, 1,1’-bifenil-4-tiyol, 16-merkapto-
hekzadekanoik asit ve 4,4’-dihidroksibifenil molekulleri kullanilarak hazirlanan
ylzeylerin strtinme Ozellikleri incelenmistir. Ylzeyler AFM ve dedme agisi

Olgim cihazi ile karakterize edilmistir [10].

Hooper ve calisma arkadaglarinca altin ve silisyum ylzeyler Gzerinde
olusturulan amin sonlu kendiliginden dlizenlenen tek tabakalarin Escherichia
coli bakterisini tutma kapasiteleri arastirilmigtir. Dizenlemeler  3-
aminopropiltrietoksisilan ~ (APTES) ve  3-aminotiyofenol  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hazirlanan yiizeyler XPS, FTIR, ile karakterize edilmis,

bakteri baglama kapasitesi ise fllioresans mikroskobu ile incelenmigtir [11].

Yuan ve Oouji cinko ylzeyler Gzerinde APTES ve 3-Uridopropiltrietoksisilan
molekdlleri ile  kendiliginden dizenlenen filmler elde etmiglerdir.
Calismalarinda bu molekillerin dizenlenmeleri Uzerine, c¢bzelti derisimi,
ortam pH’si, sicaklik ve bekletiime siresinin etkilerini elipsometre cihazi ile
incelemiglerdir. Molekillerin ylzeyler UGzerindeki dizenlenmesi kalinlik

6lgcimlerine gbre yorumlanmigtir [12].



Bain ve c¢alisma arkadaslarinca gerceklestirilen bir calismada, Si(111)
yuzeyler, krom ve altin ile kaplandiktan sonra 11-merkaptoundekanol ve
bis(11-hidroksiundesil)disulfit molekdulleri kullanilarak dizenlemeler
gercgeklestirilmistir. Tasarlanan ytizeyler degme agisi 6lgim cihazi, XPS ve
elipsometre ile karakterize edilmigtir [13].

Ren ve galisma arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir calismada Si(111)
ylzey Uzerine oktadesiltriklorosilan moleklli kullanilarak hazirlanan
yuzeylerin strtinme 6zellikleri tribometre ile diger karakterizasyon islemleri

ise XPS, AFM ve taramal elekiron mikroskobu (SEM) ile incelenmigtir [14].

Zhu ve calisma arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada Si(100) ylzeyler
Uzerinde iki ayri cift tabaka (dual-layer) hazirlanmistir. ilk cift tabaka olarak
ylzeylere sirasiyla, APTES ve perflorododekanoik asit (PFDA) molekdlleri
baglanmig, ikinci cift tabaka olarak ise sirasiyla APTES ve laurik asit
(dodekanoik asit) (LC) baglanmigtir. Tepkime APS molekilinin amin grubu
ile PFDA ve LC molekillerinin karboksil gruplari arasinda kimyasal
baglanma ile gergceklesmistir. Hazirlanan ¢ift tabakal ylzeylerin kimyasal
karakterizasyonu dedme agisi cihazi, elipsometre, AFM, XPS ve tribometre
ile incelenmistir [15].

Batin bu arastirmalar, yltzeyler Uzerine hazirlanacak tekli ve c¢oklu
tabakalarin iglevinin ve karakterizasyonunun 6nemini ortaya koymaktadir.
Ancak, bu calismalarda altin veya silisyum ylzeylere n-alkantiyollerin
(6zellikle 12 karbonlu bilesikleri) veya bagska molekullerin adsorpsiyonla
ylzeye tutunmalari ve bu molekullerin sert zincir yapisina sahip olmalari
Ozellikle ylksek mol katleli biyomolekil adsorpsiyonunda molekiler
kirllmalara sebep olmaktadir. Bunun yaninda, ortam sicakliginin artirilmasi
ile adsorplanan ilk tabakalarin ylzeyden desorbe olmalari sebebiyle
biyosensdr uygulamalarinda sorun olusturmaktadir. Bu durum hazirlanan
ylzeylerin flloresans mikroskobu ¢aligmalariyla elde edilen ylzey
desenlerinin gelisigtizel dagilim géstermesinden [10, 12] anlasiimaktadir.



Bu olumsuzluklar sebebiyle bu ¢alismada, Si(100) ylzeyleri lizerine kovalent
bagl, mekanik dayanimi iyi, zincir esnekligine sahip ve sicaklik duyarli amino
u¢ gruplu bis (8-aminopropil) sonlu poli (dimetilsiloksan) (PDMS) polimerik
tabakalar hazirlanip karakterize edilmigtir. Yizeylerin tasarimi i¢in dncelikle,
dogal oksit tabakasina sahip silisyum yilzeyler, etanol ve UV/Oj; ile
temizlenmis ve hidroksillenmistir. Aktiflestirilmis bu ylzeyler derigik bromik
asit ¢ozeltisinde bekletilmis ve brom baglanmis aktif ylzeyler elde edilmigtir.
Daha sonra kendiliginden dizenlenmeyi saglayacak ilk molekil olan 12-
Hidroksidodekanoik asit (HDA) baglanmistir. Bu amacla hidroksillenmis
yuzeyler, etanol icerisinde hazirlanmigs HDA/1-Dodekanol ¢bzeltisi icerisinde
50°C'da  bekletiimis ve bu sekilde kendiliginden  dizenlenme
gerceklestirilmistir.  Daha sonra, bis (3-aminopropil) sonlu poli
(dimetilsiloksan) (PDMS) molekili ylzeye baglanmistir. Bunun igin éncelikle
HDA bagli yizeyler EDC/NHS (1-Etil-3-(3-dietilamino-propil) karbodiimid/ N-
hidroksistksinimit) sulu ¢bzeltisinde bekletiimis ve amitlestirme reaksiyonu
icin aktif hale getirilmistir. Ardindan diklorometan icerisinde PDMS c¢dzeltisi
hazirlanmig ve ylzeyler bu ¢ozeltide bekletilerek polimer baglanmasi
saglanmigtir.

Ylzeylere, biyokimyasal aktivite kazandirmak igin sirasiyla biyotin,
streptavidin,  biyotinlenmis  Protein A molekullleri  baglanmig ve
immunoglobulin G (IgG) molekdlld tutuklanmigtir  (immobilizasyon).
Ylzeylerin biyolojik aktifligi flioresans etiketli IgG moleklld kullanilarak

incelenmigtir.

Hazirlanan ylzeylerin kimyasal yapisi ATR-FTIR (Hafifletilmis toplam
yansitma Fourier déntsdmil infrared) spektroskopisi, hidrofilik-hidrofobik
karakteri, pardzlaloga ve sicakhk duyarliigi degme agisi dlgciim cihazi,
kalinlig1 elipsometre cihazi, desenleri fllioresans mikroskobu, morfolojileri ise

AFM kullanilarak arastiriimistir.



2. KENDILIGINDEN DUZENLENEN TEK TABAKALAR

2.1. Kendiliginden Diizenlenen Tek Tabakalarin Nanoteknolojideki Yeri

Nanoteknolojinin bir ¢ok kullanim alani vardir: Endustriyel alanda; mikro
makineler, mikro pompalar, mikro sensérler gelistirme, optoelektronik
elemanlarin imali, bir araya getirilmesi, nano boyutlu kaplamalar, tek tabaka
(monolayer) katalizérlerle tepkimelerin kontroll, nano boyutlu elemanlar arasi
baglantilar, chip ve CD Uretimi. Tip ve sagdlik alaninda; mikro-nano cerrahi
(6zellikle gbz ve beyin cerr.), diyagnostik kitler, hiicre, doku ve molekuler
(DNA gibi) hasar belirlenmesi ve onarimi. Bilimsel arastirmalarda ise; ylizey
karekterizasyonu ve modifikasyonu, mikroorganizmalarin tasinmasi, DNA
modifikasyonu [16, 17].

Nanomalzeme dretiminde temel olarak iki farkli yaklagimdan s6z edilebilir:

1. Yukaridan-asagiya (top-down): Bu yaklasimda agirlikli olarak litografik
yontemler kullaniimaktadir. Litografi; bir desenin, tabakadan parildayan isigin
maskeden gecip silisyum tabakaya ulagmasiyla transfer edilmesi iglemidir.
Maske 1s1ga sekil vererek istenilen desenin gerceklesmesini saglar. Bu daha
sonra ¢ip haline getirilir. Sonug olarak litografi ile tabaka Uzerinde istenilen
desende ¢ipler elde edilebilmektedir. Nano-litografi ise nano boyutta aletler
kullanarak molekll ve atom dlUzeyindeki malzemelerin bir yere biriktirilmesi

veya oradan uzaklastiriimasidir.

2. Asagidan-yukariya (bottom-up): Bu yaklagsimda ise, molekiler-atomik
birimleri bir araya getirmek icin sUpramolekiler kimyadan yararlanilir.
Supramolekuler kimya, molekillerin, fonksiyonel molekuler ya da molekil
topluluklari olusturmak Uzere bir araya getirilmesinin ya da kendiliginden bir
araya gelmesinin (self-assembly) kurallarini inceler. Bu 6zelligi ile “agagidan-
yukariya” nanoteknoloji yaklasiminin molekller yapisini olusturmaktadir.
Kolloid ve sol-jel yéntemleri de bu gruba dahildir. NanotlUpler, nanoteller ya



da benzeri nano-bilesenler, stipramolekuler kimya araciligi ile fonksiyonel
molekiler aygitlara dénustirilecektir. Sipramolekuler bir tasarim, pek gok
kez canlilar diinyasindaki érneklerden esinlenerek elde edilir. Bunlara 6rnek
olarak, yapay enzimler, yapay fotosentez sistemleri, yapay biyoesinli motorlar
dasinalebilir [1, 17].

Yukarida belirtilen temel ve uygulamali arastirma yoéntemleri ve teknoloji
politikalari hayata gecirildiginde asagidaki GrUnlerin  gelistirilebilecegi
6ngoérilmektedir:

1. Cok iglevli nanokompozit malzemeler ;

Sensor, katalizér, yakit hiicreleri ve elektrotlar, polimerik nanokompozitler,
yUuksek kapasiteli veri depolama sistemleri i¢cin manyetik nanokompozitler;
otomotiv, cam, ambalaj ve beyaz esya sanayi icin nano-kaplamalar, boyalar
ve akilli (smart) tekstil Granleri.

2. Biyoesinli malzemeler ve katalizérler ;

Yapay enzimler, molekiler aygitlar, yapay fotosentetik sistemler

3. Kendiliginden diizenlenme (self-assembly) ydntemleri ile nano-elektronik
ve nanomekanik aygitlar [1].

Birkag nanometre (bir tek tabaka) kalinhgindaki ince organik filmler;
sensorler, dedektdrler, gbstergeler ve elektronik devre bilesenleri gibi bir ¢cok
ticari ve pratik uygulama alani buldugundan baydk ilgi gérmektedir.
Neredeyse sinirsiz sartlarda istenilen yapi ve fonksiyonellige sahip organik
molekillerin  sentezlenebilme olasihdi olduk¢a gelismis film biriktirme
teknikleri ile birlestiginde nanometre skalasinda elekirik, optik ve biyolojik
olarak aktif parcalar Oretimi yapilabilmektedir. Kati bir substrat Uzerine
organik ince film biriktirmenin, kimyasal buhar biriktirme (chemical vapor



deposition, CVD), plskilrtme (sputtering), molekiler 1sin epitaksisi (molecular
beam epitaxy), Langmuir-Blodgett teknigi ve kendiliginden diizenlenme gibi
bircok degdisik ydontemi vardir [18, 19].

2.2. Kendiliginden Diizenlenen Tek Tabakalarin Olusumu

KlagUik molekdllerin dodrudan dizenlenmesi sonucu buyltk molekillerin
meydana gelmesi (drnegin; protein sentezi) ya da substrat molekilleri
Uzerine atomlarin veya molekulllerin  adsorpsiyonu, kendiliginden
dizenlenmeye dayanmaktadir. Bu iglemde, molekulller kendi aralarinda
etkilesimde bulunurlar. Zayif ve tersinir olan bu etkilesimler belli bir denge
kurulana kadar devam etmektedir [20].

Atom, iyon veya molekullerin bir kati ylzeyinde tutunmasina adsorpsiyon

tutunan taneciklerin ylizeyden ayrilmasina ise desorpsiyon denir.

Adsorpsiyon, fiziksel ve kimyasal olmak Gzere iki sekilde gb6zlenir.
Adsorpsiyon 1sist -20 kdJmol" civarinda olan etkilesmeler sonundaki
tutunmalara fiziksel adsorpsiyon, -200 kjmol' civarinda olan etkilesmeler
sonundaki tutunmalara ise kimyasal adsorpsiyon denir. Fiziksel adsorpsiyon
sirasinda atom,molekll ya da iyon seklinde olabilen adsorplanan tanecikler
ile kati ylzeyi arasinda uzun mesafeli fakat zayif olan van der Waals ¢ekim
kuvvetleri etkindir. Kimyasal adsorpsiyon sirasinda ise tanecikler ile ylzey

arasinda bir kimyasal bag ve genelliklede kovalent bag olusmaktadir [21].

SAM'ler, kati bir ylzey Uzerine (metaller, inorganik substratlar gibi) aktif bir
surfaktantin fiziksel ya da kimyasal adsorpsiyonu ile olugsmus duzenli

molekiler baglanmalara sahip nanoboyuttaki tasarimlardir [22].

Kendiliginden dlUzenlenme isleminin avantajlarini ve prensiplerini en liyi
tanimlayan model sistemler “kendiliginden dizenlenen tek tabakalar” dir [23].
Eski bir kendiliginden dizenlenme ybéntemi olan Langmuir-Blodgett teknidi,
gecmiste optik kaplamalarda, biyosensoérlerde, antikorlarda ve enzimlerde
kullanilmistir. Hava-su ara ylzeyinde olusan bu tek tabakaya “Langmuir-



Blodgett film” denir. Bu filmlerin hazirlanigi oldukga zor olmasina ragmen
farkl amagclar i¢in kullanilmakta ve tercih edilmektedir. Diger yandan, metal
ylzeyler Uzerine hazirlanan kediliginden duzenlenen tek tabakalar ise
oldukca kararli, kolay hazirlanabilen ve genis kullanim alanlarina sahip

malzemelerdir [23, 24].

Kendiliginden diizenlenen tek tabakalar ve coklu tabakalar Ag, Au, Cu, Ge,
Pt, Si, GaAs, SiO; gibi yuzeylerle alkantiyoller (R-SH), disulfitler (R-S-S-R’),
sulfitler (R-S-R’), siloksanlar (R-SiO-R3’) ve asitler (R-COOH) gibi ligandlar
veya molekullerin baglanmasi ile olugurlar [25]. Sekil 2.1’de goruldagu gibi
substrat Uzerindeki fonksiyonel uglar ve ylzeye baglanacak olan uzun zincirli
molekullerin fonksiyonel uclari arasinda kimyasal reaksiyon ile baglanma
gerceklesirken, baglanacak molekulller de kendi aralarindaki van der Waals

etkilesimleriyle dtzenli bir sekilde ydnlenirler.
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Sekil 2.1. SAM’lerin sematik gosterimi

Ylzeyde tasarlanacak molekll bir polimerse, genellikle iki yolla ylzeye
baglanir. Birinci yolda; polimer ¢éztucUsinde ¢6zUulir ve hazirlanan ¢ozeltide
bekletilerek polimerin ylUzeye baglanmasi saglanir. Bu ydnteme ylzeye
asllama (grafting to) metodu adi verilir. Bu yapilarin kararhhdi polimer

zincirleri ve substrat aktif uglar arasindaki kovalent baglanmadan
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kaynaklanir. ikinci yolda ise; ylzeye baslatici baglanir, monomer ilavesi ve
polimerlesme icin gerekli sartlarin saglanmasi ile ylzeyde polimerlesme
gercgeklestirilir. Bu ydnteme ise ylizeyde asilama (grafting from) metodu adi
verilir. Yontem bir ¢cok polimerlesme teknigi ile gergeklestirilebilir; anyonik,
katyonik, yasayan serbest radikal, kontrolli serbest radikal, atom transfer

radikal polimerlesmesi (ATRP) ya da halka agilmasi polimerlesmesi gibi [26].

Sekil 2.2. Ylzeye asilama ydnteminin sematik gésterimi : Polimer u¢ gruplari
B ile ylzeydeki A ug gruplarinin reaksiyonu

baslatic

ITI
M ronermeT
—_—

Sekil 2.3.  YlUzeyde baglatilan polimerlesmenin sematik gbésterimi : Baglatici
bblgeleri bagli yizeyden monomer ilavesi ile polimer zincirlerinin
blylmesi

Bialk ve arkadaslari, gerceklestirdikleri bir calismada ylzeyde asilama
metodunu  kullanarak radikal polimerlesme ile polimer fircalar
hazirlamiglardir.  3-metakriloilpropil trimetoksisilan monomerini  silisyum

yluzeylere baglayip azobis izobdtironitril radikal baslatici ile ylzeyde
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polimerlegtirmiglerdir. Hazirlan yGzeylerin farkh baslatici derisimlerinde ve
farkli polimerlesme surelerinde elipsometre cihazi ile kalinliklari Sl¢ulip

karakterize edilmistir [27].

Retsos ve arkadaslarinca yapilan bir calismada Si(100) ylzeylere, ylzeye
asilama metoduyla karboksil sonlu polistiren ve karboksil sonlu poli (2-vinil
piridin) polimerleri farkh oranlarda kullanilarak karigik tabakalar hazirlanmig

ve hazirlanan bu ylzeyler degme acisi cihazi ile karakterize edilmistir [28].

Klep ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada ylzeye asilama ve
ylzeyde asilama metotlarinin her ikisi de kullanilarak karigik tabakalar
hazirlanmistir. Bu amagla, ilk olarak poli (glisidil metakriat) (PGMA) polimeri
temizlenmis  Si(100) ylizeyine kaplanip 2-bromoizobltirik asit (BIBA)
baglanmistir ve bdylece yiizeyde PGMA/BIBA makrobasatici elde edilmistir.
Daha sonra yuzeylere 6ncelikle poli (ter-butilakrilat) (PTBA) polimeri ylzeye
asilama metoduyla baglanmig, ardindan ATRP ile stiren monomeri ylzeyde
polimerlestiriimistir. Ylzeye asilama/ylzeyde asilama ile hazirlanmis karigik
yuzeyler Sekil 2.4'de sematik olarak gosterilmigtir. Elde edilen ylUzeylerin
karakterizasyonu elipsometre cihazi ile kalinlik dlgimleriyle belirlenmistir.
[29].

PGMA BiBA PTBA
—» —»
yiizeye 7
agilama ylizayda

asilama

¥ pipa w PTBA polimeri Q@ ATRP ile bityiiyen PS zinciri

Sekil 2.4. Karigik polimer firgalarin hazirlanmasi

Literatlrde kendiliginden dizenlenen tekli ve ¢oklu tabakalar ile ilgili oldukca
¢ok gcahsma vardir. Bu calismalar genel olarak iki ana gruba ayrilmaktadir:
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Altin ylzeyler Uzerine alkantiyoller (R-SH), silfitler (R-S-R’) ve disulfitler (R-
S-S-R’) kullanilarak hazirlanan filmler ve silisyum yiizeyler (izerine organik

molekuller (organosilanlar, alkoller, alkenler...) kullanilarak hazirlanan

filmlerdir.
x X
)q X X
H))f?r/;(( I-HJ"'SI I, ]"DH.F ~~0H
altlﬂ ylzey 5|I|5yum oksit yizey
(a) (b)

Sekil 2.5. SAM’ler a) altin Uizerine alkantiyoller b) silisyum oksit Gzerine alkan
silanlar (X: fonksiyonel grup)

Ylzeye baglanan molekillerin 11 -12 metilen grubu icermesi gerekir. Glnk,
10’dan fazla metilen grubu igeren uzun zincirli alkantiyoller, metilen gruplar
arasindaki van der Waals kuvvetlerinden dolayl yénlenerek dizgin tek
tabakalar meydana getirirler. Zincir uzunlugundaki azalma dutzenlenmig

yapilarin azalmasina neden olur [30].

2.2.1. Altin Gzerinde olusturulan tek tabakalar

Altin ylzeyler Uzerine iyi dizenlenmis SAM’ler sUlftir iceren (tiyol, silfit ve
disulfitler) maddeler kullanilarak kolaylikla hazirlanabilir [30]. Altinin en blyik
avantaji diger metallere karsi inert olmasi ve atmosferik Kkirlilik ile

yukseltgenmeye karsi direngli olmasidir [31].

Yapilan ¢aligmalarda genellikle altin kapli ylzeyler Gzerine ilk tabakasi en az
12 CH: grubu iceren alkantiyoller (R-SH), sulfitler (R-S-R’) ve disUlfitler
(R-SS-R’) olacak sekilde SAM teknigi kullanmimistir [30]. Alkil zincirleri van
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der Waals kuvvetlerinden dolayl bir araya gelip paketlenir ve tiyol bas

gruplariyla altin ylzeyine yerlesir.

bas
gruplan

karhon
zincirleri

f,.sulfur

altin yiizey

Sekil 2.6. Altin ylzeyler Gizerine tiyol gruplari ile olusturuimus SAM

Altin Gzerine disUlfitler ya da alkantiyollerden olusturulan SAM’ler Nuzzo ve

Allara [32] tarafindan kesfedilmigtir.

Altin  Gzerine alkantiyoller ile olusturulan SAM’ler asagida belirtilen

Ozelliklerden dolayi siklikla kullanilirlar;

» Disdlfitlerden veya silfitlerden ¢ok daha iyi ¢cézinarler,

= Altin ylzeyler Gzerine kendiliginden duzenlenme hizlar, distlfitlerden
1000 kat daha fazladir,

= Birgok organik fonksiyonel gruplar ile uyumludurlar,

= Birgok tiyol ticari olarak elde edilebilmektedir,

= Farkh fonksiyonel gruplar iceren karisik tek tabakalar iki farkli tiyolin

yUzey Uzerine ko-adsorpsiyonu ile hazirlanabilirler [2].
Bununla birlikte altin ylizeyler Gzerine SAM’lerin bazi dezavantajlari vardir:
= Altin ve sUlfir atomu arasinda kimyasal bir baglanma degil fiziksel bir

adsorpsiyon s6z konusudur. Bu nedenle; bu sekilde hazirlanan ylzeyler

mekanik, kimyasal ve i1sisal etkilere karsi dayanikli degildir.
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* Ylzeye baglanan 12 karbonlu alifatik grup zincir esnekligine sahip
olmadigindan, daha sonra ylizeye baglanan biyomolekuller, yiksek mol

kltlelerinden dolayi zincirde molekiler kirilmalara neden olur.

Bu olumsuzluklar nedeniyle bu ¢alismada, ylzeye kovalent baglanma ile
ylzeyin mekanik, kimyasal ve isisal dayaniklihgi saglanirken,  zincir
esnekligine sahip molekil katkilama ile biyomoleklil baglanmasina karsi

esneklik saglanmistir.

2.2.2. Silisyum ylizeyler Gizerinde olusturulan tek tabakalar

Silisyum yuzeyler Uzerine; organosilanlar (genellikle, alkiltriklorosilanlar),
doymamig hidrokarbonlar (alkenler,alkinler), alkoller, aldehitler gibi
fonksiyonel uglara sahip molekiller kullanilarak SAM’ler olusturulabilir. Sekil
2.7'de oksitlenmis silisyum ylzey Uzerine organosilan molekullerinin

dehidrasyon yoluyla baglanmasi gésterilmigtir.

X =Cl, OCHa, OCzHs

s
W X
’\’\/\/\’\/\ X Dehidragyon
5 Ly —> (—>
HiC % G —Hz0
Qg Halm g
+ Hz20 -+ ?:1 /' CHa P
CHa - -Hz0 % HaC™ T ~CHg
i Hidraliz OH T
HaC X

Oksitlenmis Yizey

Sekil 2.7. Organosilan molekdllerinin, oksit ylzey Uzerindeki hidroksil
gruplariyla tepkimesi sonucu SAM olusumu

inorganik ylizeyler Ulzerine organik tabakalarin hazirlanmasinda silan

gruplarinin tepkimesi oldukca cok kullaniimistir [5, 11,12, 14, 15, 33].
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Hidrojen sonlu Si (Si-H) yuzeylerin, bazi organik molekillerle (alkenler,
aklinler, alkoller, aldehitler) kimyasal tepkimesi ile ylizeye kovalent baglanma
gerceklestirilerek SAM’ler de hazirlanmistir. Isisal aktivasyon [34, 35] ve
fotoaktivasyon [36, 37] ile gerceklestirilen bu yontemler, radikalik tepkimeler

Uzerinden yurimektedir.

g 1-alken R R R
[ ™ i
“w,
H
H H T® H H  T* 4 H
FoT L -
— 8 —§i— Bi— — Bi—S8i—8i— — 8i— 8i— & —
R R R
| i
— 8j—8ji—8j— 8i—8i—

Sekil 2.8. Radikalik reaksiyonla Si-H ylizey tizerinden SAM olusumu

Isisal aktivasyon 100 % C’ In Uizerinde gerceklestirilirken [34], fotoaktivasyon

ultraviyole 1sik ile [36, 37] gergeklestirilmigtir.

e/

H H H H H H H | . |
.!"S,;"ri"Sll':-!"Sil"rﬂ"sil"h"'sil'fﬂ"si'ff'sil'u -~ "n!" "nﬂ" "h!" l"

Sekil 2.9. Isisal aktivasyon ve fotoaktivasyon ile SAM olusumu
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Bu galismada, ilk olarak Si(100) ylzeyler silanol gruplarina (SiOH) cevrildi,
ardindan organik molekul iceren (HDA) ¢Ozeltide bekletilerek dehidrasyon
yoluyla ilk tabaka hazirlandi. Daha sonra polimer ¢Ozeltisinde (PDMS)
bekletilerek SAM’ler  hazirlandi: Ylzeye asilama teknigi. Bu teknikle

hazirlama metodu Sekil 2.10°‘da gosterilmigtir.

OH OHOH ch HDA

J(l’ aktif ug

(-OH)

i
]

- -

#
]
R

M
nnnnannanan

-
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bekletme

1-!
-

Y

cozelti

Cozucu

K Yeaksiyon
kimyasal molekiiller arasi j Pt yok

i j % -
reakswon\ /P J J etkilesim .

i — . —

Sekil 2.10. SAM’lerin hazirlanmasi
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Cizelge 2.1. inorganik substratlar Gzerine kendiliginden diizenlenme ile
olusan tekli tabakalar

TEK TABAKALAR
YUZEY LIGAND BAGLANMA KAYNAKLAR
RSH, ArSH (tiyoller) RS-Au 16, 8, 38, 39
Au RSSR’ (disdilfitler) RS-Au 32,40
RSR’ (slfitler) RS-Au 41
SiO,, Cam RSiCls, RSiOR3’ Siloksan ag 42
S [RCOO]. R-Si 43
RCH=CH, R-CH.CH_-Si 44
GaAs RSH RS-GaAs 45
Ag RSH, ArSH RS-Ag 45-48
Cu RSH,ArSH RS-Cu 49,50
RCOOH RCO,---MO, 50-52
Metal oksitler RCONHOH RCONHOH:---MO,
RCONHO---MO, o3
- RSH, ArSH RS-Pt 54, 55
RNC RNC-Pt 55
COKLU TABAKALAR
YUZEY LIGAND BAGLANMA KAYNAKLAR
SiO4 Au, Ge RPO 5, Zr* iyonik coklu tabakalar 56, 57
Si/SiO,, Au Polielllektrolitler, iyonik coklu tabakalar 58
silikatlar
SiO> HO-R-SiCls3 Siloksan ag 59, 60
Au. Cu, Ag RCOOH Metal-ligand ¢oklu ]
HS-(CH.),COOH tabakalar
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Cizelge 2.2. Kendiliginden dlizenlenmis tek tabakalarin karakterizasyonunda
kullanilan teknikler

mikroskobu

bilegimi

TEKNIK BILGI KAYNAKLAR
Ganionometre Ylzey serbest enerjisi 40, 52
Elipsometre Tabakanin kalinhgi 61
X-1g1n1 fotoelektron
. Kimyasal bilegim 41,48
spektroskopisi
Ylzey raman sagilimi Tek tabakanin yapisi 62, 63
Dusuk enerijili helyum
Tek tabakanin yapisi 46, 64
Kirinimi
X-1g1n1 Kirinimi Tek tabakanin yapisi 46
IR Tek tabakanin yapisi 47,48
_ Tek tabakanin elektriksel
Elektrokimyasal metotlar o 65
Ozellikleri
Tarama tinelleme Tek tabakanin yapisi ve 66
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2.3. Kendiliginden Diizenlenme ile Tasarlanmis Biyosensoérler

Sensdrler G¢ bdlimden olusur; taniyici , gevirici ve elektronik bélim. Taniyici
bélim, taniyan (ligand) ile taninanin (analit) etkilestigi bélimduar. Cevirici, bu
etkilesme sonucu olugan degisimi (1s1 deg@isimi, optik 6zelliklerdeki degisim
veya kitle degisimi gibi) elekirik sinyaline gevirir. Elektronik b6lim ise olugan

elektrik sinyalini degerlendirir ve sinyali okunabilir verilere dénusttrir.

Taniyici bélimde, immobilize edilmig ligandlar (problar) bulunur. Bu ligandlar
biyolojik ~ materyal  (6rnegin; enzim, antikor/antijen,  oligopeptit,

mikroorganizma ) olursa sensor biyosensér adini alir. [67]

Bu calismada, kendiliginden dlzenlenen tek tabaka yoéntemi ile IgG
moleklline kargi segici 6zellikte, silisyum ylzeyine kovalent bagli polimer
katkill molekdl tasarimi gerceklestirilmistir. Elde edilen bu ylzeyler
biyosensdr olarak biyolojik uygulamalarda alternatif olusturabilir. Bu
¢alismada ligand olarak bir antikor olan IgG kullaniimistir. Bu nedenle

tasarlanan ylzeyler immuinosensér 6zellik gbstermektedir.

Antikorlar, vicudun imman (bagisiklik) sisteminin bir parcasi olan B
lenfositler tarafindan gereksinim duyuldugunda Uretilen ve vicuda giren
yabancl maddeyi (antijen) taniyarak immin sistemini harekete geciren
protein molekulleridir.

Antikorlar;

» Y seklinde molekillerdir.

» Tanima Kkabiliyetine sahip bolim Y’nin iki ucundaki spesifik antijen
baglanma bélgeleridir.
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antijenler

- e Fab Bolgeleri
= A
antijen ‘\'
_ -/; antijen baglanma bélgesi ‘

P

—

Antlicar Fc Bolgesi
(a) (b

Sekil 2.11. Antikorlarin etkilesim bdlgeleri: a) Antikor-antijen etkilesmesi, b)
Antikorlardaki F, ve F¢ bdlgeleri

Antikorlar iki Fa kismi (spesifik antijen baglanma bdlgesi) ve bir F¢ kismi
(antikor etkilesim bélgesi) icerir. IgG kimyasal immobilizasyon sonucu
ylzeyde dizensiz ydnlenmisse F4, bdlgeleri gizlenebilir ve bu durumda
antikor-antijen baglanmasi engellenir. Ayrica 1gG’nin rasgele ydnlenmesi
biyolojik aktivitenin kaybolmasina neden olur. IgG immobilize oldugunda F,
bblgeleri ylzeyden ileriye dogru yénlenmis olmaldir. Bdylece antijen-antikor
baglanmasi kolayca gerceklesir. Bu nedenle yénlendirilmis immobilizasyon |,

bir immUnosensdrin gelisiminde ¢cok énemlidir [68].

Bae ve arkadagslari tarafindan yapilan bir calismada; 11-Merkaptoundekanoik
asit (11-MUA) bagh altin yizeyler ve tiyollenmis Protein G adsorbe edilmis
altin ylzeyler tzerine IgG immobilizasyonu arastirilmis ve Protein G tabakasi
Uzerine IgG immobilizasyonu daha dizgin olarak gergeklestiriimistir [68].
Sekil 2.12'de goruldigu gibi antikorlar antijen ile kolayca etkilesebilecek
durumda yénlenmiglerdir.
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Altin Yiizey | Altin Yiizey

(a) (b)

'leein G

Sekil 2.12. iki farkh tabaka Uzerine IgG immobilizasyonu: a) Alifatik zincirli
molekdl (11-MUA) (Gzerine 1IgG immobilizasyonu : karigik
ybnlendirme b) Tiyollenmis Protein-G molekili Uzerine 1gG
immobilizasyonu : didzgdin yénlendirme

Vashist ve calisma arkadagslari tarafindan gerceklestirilien bir calismada
Protein A, Protein G ve nétravidin (biyotinlenmis 1gG ile kullanilmisg)
molekdlleri kullanilarak altin kapli silisyum ylzey Uzerinde immuinosensorler
hazirlanmis  ve IgG  immobilizasyonu  incelenmistir. En  fazla
immobilizasyonun Protein A ile hazirlanmis ylzeyler Gzerinde gergeklestigi
g6zlemlenmigtir [69].

Bu nedenlerden dolayr calismamizda, IgG immobilizasyonundan &nce
ylzeylere Protein A molekilli baglanmistir. Protein A ve Protein G, bakteri
hicre duvari proteinlerinin rekombinant bigimleridir ve F. antikor etkilesim

bdlgelerine sahiptirler [68].

Proteinlerin ve antikorlarin ydnlendirilmig immobilizasyonu, protein ¢iplerin ve
immunosensodrlerin hazirlanmasinda ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Proteinlerin
kontrolli ydénelmesinde biyotin ve streptavidin molekulleri arasindaki gugcli
etkilesimler énemli rol oynar [70]. Streptavidin kapl vylzeyler Uzerine
biyotinlenmigs biyomolekdllerin immobilizasyonu ile gerceklestirilen ¢calismalar

biyomolekullerin ydnlendirilmis immobilizasyonu igin kullaniimigtir.
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Jung ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen bir calismada 2-(biotinamido)
etantiyol ve merkaptohekzanol ile altin ylzeyinde tasarlanan ylzeylere
siraslyla streptavidin, biyotinlenmis Protein G ve antikorlar (monoklonal ve
poliklonal) immobilize edilmigtir. Elde edilen imminosensérler ylzey plazma

rezonans ile karakterize edilmistir [70].

Yam ve ¢alisma arkadaglari tarafindan gerceklestirilen bir galismada sistamin
kapli altin ytzeylere N-stksinimit ile modifiye edilmis biyotin baglanmis ve

hazirlanan bu yizeylerin streptavidin molekilini tanimasi incelenmistir [71].

Katsura ve  calisma arkadagslari ditiyobis(1-deoksi-glukitol-1-karbomoil
pentan) molekdlind altin ylzeyler Gizerine adsorbe edip -OH sonlu tabakalar
hazirlamiglar, daha sonra sirasiyla biyotinlenmig fosfolipit, ndétravidin,

biyotinlenmis Protein A ve IgG molekilint adsorbe etmiglerdir [72].

Yapilan galismalarda géruldigi gibi 1gG immobilizasyonu igin, biyotin,
streptavidin (nétravidin veya avidin tdrevi) ile Protein A biyomolekulleri

kullaniimaktadir.

Biyotin ve streptavidin molekdlleri ¢ok &6zel molekullerdir. Biyotin bir
vitamindir. Streptavidin ise yumurta akinda bulunan bir tir proteindir. Bu iki
molekdltin birbirleri ile etkilesimi olduk¢ca Onemli ve spesifiktir [73-76].
Streptavidin molekulinin yapisinda, biyotin molekillerinin baglanmasi icin 4
Ozel bolge bulunur. Bu 06zel etkilesim kullanilarak ylUzeyler Gzerinde akilli

biyolojik aktiviteye sahip tasarimlar yapilabilir.
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3. YUZEY KARAKTERIZASYON YONTEMLERAI

Ylzey 6zelliklerinin bilinmesi; polimerde, ambalaj maddelerinde, yariiletken
cihazlarda ve biyomalzemelerde énemlidir. Glnkl her malzemenin iginde
bulundugu veya kullanildigi ortamda cgevresi ile ilk temas ettigi yer, ylzeyi
olmaktadir. Yuzeylerin icinde bulunduklari ortam da kullanilabilirligi igin ilk
temel kosuldur [77]. Hazirlanan ylzeyler hangi alanda uygulanacaksa o
ortama uygun sekilde hazirlanmalidir. Bu nedenle ylzey karakterizasyonu,

yuzey 6zelliklerini ve uygulama alanlarini belirlemede énemili rol oynar.
3.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) vyiizey topografisini angstrom (A)
mertebesinden 100 mikrona (u) kadar gorUntlleyebilen bir yeni kusak
mikroskoptur. Bu cihaz ile molekillerarasi nN boyutlarinda kuvvetlerin
Olgilmesi mamkin olmaktadir. Mikroskop olarak en énemli avantaji, 6zel bir
hazirlama iglemi uygulamadan 6rneklerin dogrudan ve hemen hemen her

ortamda goéruntileyebilmesidir [78].

Nanoteknolojinin en 6nemli elemanlari arasinda yer alan AFM, bir 6n
hazirlama asamasi olmadigi i¢in biyolojik molekdllerin G¢ boyutlu yapisini
bozmadan, bulunduklari ortamda gérintilenmesini saglamaktadir. Bu 6zelligi
alternatifleri olan SEM (taramali elektron mikroskobu), TEM (gegirmeli
elektron mikroskobu) gibi mikroskopik tekniklere énemli bir Ustinlik elde

etmesini saglamistir [79].
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3.1.1. Atomik kuvvet mikroskobunun calisma ilkesi

— -

Fotodiyot

\ Lazer

Kantilever

g

Ornek Yiizey

PZT tarayici

Sekil 3.1. Atomik kuvvet mikroskobu ve bélimleri

AFM, mekanik, elektronik ve yazilim olarak U¢ temel bélimde incelenebilir.
AFM’nin mekanik kisimlari; érnegi x, y ve z yonlerinde atomik seviyede
hareket ettirebilen piezomotor, kantilever, ytkseklige gbre esnemesinin
Olgilmesi i¢in kullanilan lazer kaynagi, ignenin sabitlenmesini saglayan igne
tutucu, ve kantileverden yansiyan lazer isini pozisyonunun angstrom
seviyesinde belirlenmesini saglayan fotodetektdrdir. AFM’nin elektronik
kisimlari ise; bilgisayar kontrolli gi¢ kaynagi, lazer gi¢ kaynagi ve iki
fotodetektOre gelen lazer 1sininin yaratacagi sinyal farkinin élgtlmesi igin bir

diferansiyel akim voltaj geviricisidir.
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AFM‘de, igne koluna tutturulmus igne drnek Gzerinde hareket ederken, igne
ile 6rnek arasindaki itme ve g¢ekme kuvvetleri Ol¢ullr. Lazer kaynagindan
gelip igne kolundan yansiyan i1sin, pozisyona duyarli fotodetektdre gelir. iki
fotodiyotun sinyali arasindaki fark, lazer spotunun pozisyonunu belirler. Bu
yukseklik bilgisi, bilgisayara génderilip x ve y pozisyonuna karsi kaydedilir.

Elde edilen veri kullanilarak G¢ boyutlu topografik gérinim elde edilir.

AFM iki modda calisabilir: Temasl sistemde (contact mode), igne kolunun
ucundaki igne ile yluzey arasinda hafif bir fiziksel dokunma vardir. Temassiz
sistemde (tapping mode) ise igne kolu kendi rezonans frekansinda titregtirilir.
Bu titresim, fotodetektér tarafindan olgulir. Bu durumda igne ve Ornek
arasindaki etkilesim faz kaymasi yaratir. Bu faz kaymasindan yararlanilarak
etkin kuvvetlerin giddeti 6lgular [80].

3.1.2. Atomik kuvvet mikroskobunun kullanim alanlari

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), 6zellikle gida, g¢evre ve tip teknolojileri
basta olmak Uzere elektronik, telekominikasyon, biyomedikal, kimyasal,
otomotiv, uzay, havacilik ve enerji gibi alanlari etkileyen genis bir teknoloji
araliginda proses ve malzeme problemlerini ¢bzmek amaciyla
kullaniimaktadir. incelenen malzemeler, ince ve kalin film kaplamalari,
seramikler, alagimlar, camlar, sentetik ve biyolojik membranlar, metaller,
polimerler ve yar iletkenleri icermektedir. AFM ile, asinma, yapisma,
temizleme, cdrime, kapiler davranig, puUrizlendirme, slrtinme,
kayganlastirma, kaplama ve cilalama gibi islemlerinin materyal Gzerindeki

sonugclari da incelenebilmektedir [79].

AFM sisteminin 6zellikle biyolojik molekiller arasinda etkilesim kuvvetlerinin
Olgtlmesinde kullanimi ile ilgili literatirde oldukga fazla ¢alisma vardir [80-
82]. Bu uygulamalarda biyolojik molekuller (6rnedin antikorlar) AFM ignesine
ve eslenigi molekuller ise kati 6rnek ylzeyine kimyasal olarak baglanmakta
ve boylece ikisi arasinda c¢ekim kuvvetleri Olculebilmektedir. Anlatilan bu
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Ozelliklere dayanarak son yillarda yapilan ¢aligmalarda AFM’'nin biyosensor
olarak kullanimi giindeme gelmistir. Bu amacla albumin ve eslenidi antikor
arasindaki etkilesim, streptavidin-biotin etkilesimi  [83,84], gibi 6rnegi
verilebilecek pek ¢cok galisma gergeklestiriimigtir.

3.2. Elipsometre

GUndmUlzde vylzey incelemeleri ve sogurucu yada sogurucu olmayan
destekler Uzerindeki filmlerin polarimetrik yontemle incelenmesinde
elipsometri yontemi gittikge artan bir oranda kullaniimaktadir [85,86].
Elipsometre eliptik kutuplanmis 1s1§1n élcimi ve analizine dayali deneysel bir
tekniktir. Yansima polarimetresi veya polarimetrik spektroskopi gibi adlarla da
tanimlanan elipsometri 1s1§in kutuplanma durumu Gzerinde yansima etkisinin
Olcimadar [87]. Elde edilen élctimler malzemenin optik 6zellikleri hakkinda
bilgi verir.

Spektroskopik elipsometri (SE) yéntemi bir elektromagnetik dalganin iki farkl
ortami ayiran araylzeyden yansimasi durumunda kutuplanma halindeki
degisimi o6lcer. Optik dzelliklerin tayini genelde iki veya G¢ fazli modellere
dayal olarak gerceklestirilir. Bogluk ve malzemeden olusan iki fazli basit bir
ortamda ylzey etkileri ihmal edildiginde homojen malzemenin hacimsel (bulk)

dielektrik fonksiyonu oldukca basittir ve asagidaki formulle ifade edilir [88].

+
r
f

~ y) ’) 1- -J‘I_.
&=Sin’d| 1+tan’ o | £ I _ (3.1)
| \1+p) |

Burada p yukarida belirtilen 1s1gin ara ylzeyde yansimasiyla kutuplanma
durumunda olusan degismeyi temsil eden temel bir parametredir. ® ise 1S1gIn
ylzeye gelme acisidir. Ancak bir ince filmin s6z konusu oldugu U¢ fazli
modelde dielektrik fonksiyonu bu basit ifadeyle temsil etmek artik mamkin

degildir. Sadece hava-film-alt tabakadan olusan yapilar i¢in degil, temelde iki
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fazli olsa bile ylzey kusurlari, bozunmalar ve kirlenmeler igeren yapilar iginde

s6z konusu ifade (iki fazli model) gegerliligini yitirmeye baglar [88-90].

3.2.1. Elipsometrenin caligsma ilkesi

1
Ik kaynag : Dedektdr
|
1
1
Polarizér Analizér
1
" D
Kompansatér : Kompansatér

Ornek Yiizey

Sekil 3.2. Elipsometre ve bolumleri

Sistemin temelinde 151k kaynagindan g¢ikan kutupsuz isik ilk 6nce bir gizgisel
kutuplayicidan (polarizér) gecirilerek cizgisel kutuplanmig, daha sonra bir
ceyrek dalga geciktiricisinden (kompansator) gegirilerek eliptik kutuplanmistir.
Numune Uzerine gelen eliptik kutuplu 1silk daha sonra yine bir cizgisel
kutuplayicidan gegirilerek analizér tGzerinden dedektére dustralir. Buradaki
kutuplayicinin optik gecirgenlik ekseni ile 151gin gelme dizlemi arasindaki agi

bir prizma yardimi ile hassas bir sekilde ayarlanabilir [90].

3.2.2. Elipsometrenin kullanim alanlari

Elipsometrenin 6nemli bir Gstinlagu 6zellikle ince film yapilarinin blyatilmesi
esnasinda yuzey kalitesinin, film kalinhginin ve dielektrik &zelliklerinin es
zamanli olarak kontrol edilmesine olanak saglamasidir. Glnkl elipsometrik

Olcimler cok hizli bir sekilde gerceklestirilebilir.
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SE y6nteminin énemli bir kullanim alani da ¢ok ince kalinliktaki yapilarin
dielektirik  fonksiyonlarinin tam tayin edilmesidir. Bu yéntem yardimiyla
birka¢ atomik tabaka kalinligindaki yari iletken filmlerin bile gergek dielektrik
fonksiyonlari hasas bicimde belirlenebilmektedir. Ozellikle en kiiclik kareler

regresyon analizi ile birlestirildiginde SE yéntemi;

* Cok tabakal yapilarin kalinlk profili,

= Her bir tabakanin kalinhgi,

= Her tabakadaki kristal derecesi,

=  Muhtemel bir Ust kirlenme tabakasinin kalinlik ve 6zellikleri,

» Ylzeyin mikro yapidaki pirizli tabakasinin kalinhg,

hakkinda énemli bilgiler saglayabilmektedir [88,89].
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

41.1. Silisyum vyizeylerin temizlenmesinde ve hidroksillenmis
yuzeylerin hazirlanmasinda kullanilan maddelerin yapi1 ve
Ozellikleri

Bu caligmada kati substrat olarak silisyum dioksit ylzeyler kullaniimigtir. Bu
yuzeyler (100) yonelmesinde diuzenlenmig, ¢aplari 100 mm, direncleri 10-30
Q-cm ve kalinliklari 500-550 um olan ylUzeylerdir. Bu yUzeylerin Gst kismi
parlatilmig arka yuzu ise agindirimis durumdadir. Reaksiyonlar parlak ylzey
Uzerinden gerceklestirilmistir. Gerceklestirilecek kendiliginden dizenleme
islemleri icin dncelikle kullanilacak silisyum dioksit ylzeylerin temizlenmesi
ve hidroksillenmis ylUzeylerin hazirlanmasi gerekmektedir. Ylzeylerin
temizlenmesi icin Riedel-de Haen firmasindan temin edilen mutlak etil alkol
[C2HsOH] kullaniimistir.

4.1.2. Silisyum vylzeyler uzerinde olusturulan tekli tabakalarin

hazirlanmasinda kullanilan maddelerin yapi ve 6zellikleri

Ylzeylerin  modifikasyonunda Sigma-Aldrich firmasindan alinan 12-
hidroksidodekanoikasit (HDA), 1-dodekanol, hidrobromik asit (HBr), bis(3-
aminopropil) sonlu poli(dimetil siloksan) (PDMS), 1-Etil-3-[3-
dimetilaminopropil] karbodiimit hidrokloriir (EDC) ve N-hidroksisiksinimit
(NHS) kullaniimugtir.
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0
OH

12-hidroksidodekanoik asit
(HDA)
Mol Ktlesi: 216,32 g/mol

HO\/\/\/\/\//\/

1-dodekanol
Mol Kditlesi: 186,34 g/mol
d=0,82 g/mL

T
M' [ L 1. MH
HzM S|I o I_ ?I C'J SIW 2
CH, CHy CH;
Bis(3-Aminopropil) Sonlu Poli(dimetil siloksan)
(PDMS)

M, ~2500 g/mol
d = 0,98 g/mL (25 °C)

Sekil 4.1. HDA, 1-dodekanol, PDMS, EDC, NHS, NBS ‘nin molekuler yapilari
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1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil] karbodiimit hidroklorar
(EDC)
Mol Ktlesi: 191,7 g/mol

O

N-OH

O

N-hidroksisiksinimit
(NHS)
Mol Ktlesi: 115,09 g/mol

Sekil 4.1. (Devam) HDA, 1-dodekanol, PDMS, EDC, NHS, NBS ‘nin
molekiler yapilari

4.1.3. Hazirlanan ylizeylerin antijen-antikor baglanma o6zelliklerinin
incelenmesinde kullanilan maddelerin yapi ve 6zellikleri

Temizlenmis ve akiiflestiriimis ylzeylerin antijen-antikor baglama 6zellikleri
icin Sigma firmasindan temin edilen, Biyotin, Streptavidin, Biyotinlenmis
Protein A, EDC, NHS, imminoglobulin G-FITC (fllioresan izotiyosiyanat)
kullaniimigtir.
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HM MH Bivotin
(Vitamin H )
oH . .
5 Mol kitlesi @ 226 g/mol

Streptavidin
Mol kitlesi - 53 kDa

Sekil 4.2. Biyotin ve Streptavidin molekdllerinin yapilari

4.2. Yiuzeylerin Temizlenmesi

1x1 cm olacak sekilde kesilen silisyum dioksit ylzeyler ultrasonik banyoda
50°C’da mutlak etanol ile 15 dakika yikanmis ve azot gazi ile kurutulmustur.
Kurutulmus ylzeyler UV/O3 cihazinda 15 dakika bekletilerek silisyum dioksit
ylzeyler silanol gruplarina donustarilimis (hidroksillenmis yUzeyler elde

edilmis) ve aktiflestirilmistir.



33

4.3. Temizlenmis ve Aktiflestirilmis Ylizeylere Organik Molekdllerin
Baglanmasi

4.3.1. Bis(3-aminopropil) sonlu poli(dimetil siloksan) bagh ylizeylerin

hazirlanmasi

Hidroksillenmis yiizeyler derisik HBr c¢ozeltisinde 50°C’da 1 saat
bekletilerek yiizeyler bromlanmistir. islem sonunda ylizeyler deiyonize su ve
daha sonra mutlak etanol ile yikanarak azot gazi ile kurutulmustur.
Bromlanmis yiazeyler; 21,6 mg (0,1 mmol) HDA ve 0,23 mL(1 mmol)
dodekanol (1:10, HDA:Dodekanol) iceren 5 mL etanol ¢dzeltisinde 50 °C’'da
4 saat bekletilmistir. islem sonunda yiizeyler mutlak etanol ile birka¢ kez

yitkanmgtir.

HDA bagh ylzeyler amitlestirme reaksiyonu icin EDC/NHS (5:3) ile
aktiflestiriimis ve ylUzeylere polimer (PDMS) baglanmistir. Bu amagcla ilk
olarak ylzeyler, 47,9 mg (0,05 mmol) EDC ve 17,3 (0,03 mmol) mg NHS
iceren 5 mL deiyonize suda 1 saat bekletiimis ve aktiflestiriimis bu ytzeyler
0,26 mL(0,1 mmol) PDMS iceren 5 mL diklorometan (CH2Cl,) igerisinde 2
saat bekletiimistir. PDMS bagl ylzeyler diklorometan ile birka¢ kez yikanmig
ve azot gazi ile kurutulmustur. Bu islemler sonunda amin u¢ gruplu tabakalar

elde edilmistir.

4.3.2. Bis(3-aminopropil) sonlu poli(dimetil siloksan) ile aktiflestirilmis
yuzeylere biyomolekiil baglanmasi

PDMS moleklll ile aktiflestiriimis ylzeyler (zerine  sirasiyla biyotin,
streptavidin, biyotinlenmis Protein A ve fllioresans etiketli IgG baglanmistir.
Bu asamalarin her biri igin ayri ylzeyler hazirlanmis ve her bir asama igin
AFM ve elipsometre analizler yapilmistir. Ayrica IgG bagh ylzeylerin

flioresans miksokobunda desenleri incelenmigtir.
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Bu amagla ilk olarak 33,6 g biyotin, 47,9 mg EDC+17,3 mg NHS iceren 10
mL borik asit tamponunda (Britton Robinson, BRT) (pH=7,5) 1 saat
bekletilmis ve aktiflestirilmistir. Hazirlanan bu ¢ézeltide, PDMS bagl ylzeyler
+4 °C’da karanlikta 2 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda kimyasal olarak

baglanmadan kalan molekuller BRT ile yikanarak ortamdan uzaklastiriimistir.

Streptavidin baglanmasi igin, biyotin baglanmis  ylizeyler streptavidin
cozeltisinde ( 0,5 mL streptavidin + 20 mL BRT ) + 4°C’da karanlikta 1 saat
bekletiimis ve ylzeyler BRT ile yikanmistir. Ardindan ylzeyler, biyotinlenmis
Protein A ¢ozeltisinde (2 mg Protein A + 20 mL BRT) karanlikta +4° C'da 5
saat bekletilmistir. Ylzeyler daha sonra 1 mg/mL IgG igeren BRT igerisinde
24 saat bekletilmistir. Bu sidrenin sonunda yuzeyler karanhkta BRT ile
ylkanmig ve azot gazi ile kurutularak yine karanlikta muhafaza edilmistir.
Ylzeylerin desenleri flloresans etiketli 1gG kullanilarak Flioresans
mikroskobu ile belirlenmigtir.

4.4. Yizeylerin Kimyasal ve Biyokimyasal Karakterizasyonu
4.4.1. ATR-FTIR spektroskopisi

Thermo Nicolet 7600 marka ATR-FTIR spektroskopisi ile iki asamada
spektrum alinmistir. ilk agsamada islem gérmemis Si yiizey, HDA sonlu ve
PDMS sonlu ylzeyin ATR-FTIR spektrumlari alinmis ve ikinci asamada ise
PDMS bagh yuzeyler, sicaklik duyarliliginin belirlenmesi icin 20, 50, 70, 90,
110, 125 ve 150 °C’da 30’ar dakika etiivde su buhari altinda bekletilerek her
bir sicaklik icin ATR-FTIR spektrumlari alinmistir.

4.4.2. Elipsometre
Si(100) ylzeylere baglanan organik molekdllerin (HDA ve PDMS) ve

biyomolekullerin  kalinlik —artigi, Nanofilm EP3 marka spektroskobik

elipsometre ile belirlenmigtir.
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4.4.3. Atomik kuvvet mikroskobu

Si(100) ylzeylere baglanan organik molekdllerin ve biyomolekillerin (¢
boyutlu ylzey morfolojileri ise Nanosurf Easy Scan 2 sistemi kullanilarak

belirlenmigtir.
4.4.4. Su degme acisi dlciimleri

Degme acisi olgimleri flas kamera aksesuarli Kriiss DSA-100 marka
otomatik ganiometre ile yapilmistir. Calismada temiz, hidroksillenmis,
bromlanmig, HDA bagl ve PDMS bagli ytzeyler tzerine 10 pL hacminde
triplet saf su damlatilarak su degme acilari belirlenmis ve fotograflar

alinmstir.

ikinci agamada HDA bagli ve PDMS bagl yiizeylerin Histerizi (H) dlctimlerine

(dinamik degme agisi 6lguimleri) bakilarak ylUzey purtzltltkleri belirlendi.

Ayrica PDMS bagh yuzeyler, sicaklik duyarlihginin belirlenmesi igin
(hidrofobik veya hidrofilik karakterininin belirlenmesi) 20, 50, 70, 90, 110,
125 ve 150 °C’da 30’ar dakika etiivde su buhari altinda bekletilerek her bir
sicaklik i¢cin su degme agilar belirlenmis ve fotograflari alinmistir.

4.4.5. Flioresans mikroskobu
Hazirlanan ylzeylerin desenleri fllioresans etiketli IgG kullanilarak Olympus

BX51 marka fllioresans mikroskobu ile belirlenmistir. Olciimler 40 buyiitme

ve 100 blyitme ile FITC filtresi kullanilarak karanlikta alinmistir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. HDA ve PDMS ile Hazirlanan Yiizey Tasarimi

Amino u¢ gruplu SAM’ler, enzimlerin [91], DNA’nin [92] ve inorganik
nanopargaciklarinin - immobilizasyonu gibi biyoteknolojik uygulamalarda
sikhkla kullaniimistir.

Yam ve calisma arkadaslar tarafindan gerceklestirilen bir ¢calismada altin
Uzerinde sistamin dihidroklortr (CA), sistamin (CE), 2-merkaptoetanol ve 3-
merkaptopropiyonik asit molekulleri ile farkli fonsiyonel gruplar igeren
tabakalar hazirlanmis ve hazirlanan bu ylzeylere N-sUksinimit ester ile
modifiye edilmig biyotin molekili baglanmistir. Béylece avidin molekalinu
molekiller olarak taniyabilecek ylUzeyler tasarlanmigtir. Tasarlanan bu
tabakalarin karakterizasyonu FTIR spektroskopisi ve XPS ile belirlenmigtir.
CA ve CE ile hazirlanan amin sonlu ylzeylerin her ikisinin de biyotin
molekdlinin baglanmasi igin daha fazla spesifik baglanma go&sterdigi

gOralmastar [93].

Bu calismada amin fonksiyonel uglara sahip PDMS molekdli kullanildid igin
biyotin baglanmasinda spesifite gdsterebilecegdi sdylenebilir. Ayrica PDMS
molekulindn, biyouyumlu , kimyasal olarak inert , yiksek molekil esnekligi
ve gaz gecirgenligi gibi karakteristik 6zelliklere sahip olusu Uretimini ve
kullanimini  yaygin  hale getirmistir  [94-96]. PDMS  molekdlinin
biyouyumlulugu, kan testlerinde bozucu etki gbéstermemesi, organizma icinde
(in vivo) veya organizma diginda (in vitro) organ, doku, hicre, protein ve

biyomolekullerle kullanilabilmesi ile agiklanabilir [97].

PDMS molekull literatlirde cesitli sekillerde kullanilmigtir. Film halinde [98],
dbnel kaplama (spin-coating) teknigi [99] ve litografik teknikler kullanilarak

mikrodesenleme [100,101] ile ylUzeylere kaplanilarak kullaniimakta olup
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silisyum ylizeyler Gzerinde kovalent baglanma ile hazirlanmig PDMS cipler

bulunmamaktadir.

Xia ve arkadaglari tarafindan yapilan bir galismada gd6zenekli silisyum
substrat Uzerine vinil-PDMS molekuli asilama ydntemi ile kaplanmis ve
olusan ince kati filmlerin yUzey modifikasyonu, degme agisi cihazi,
fotoliminesans, FTIR ve interferometrik yansima spektroskopisi ile
incelenmistir [102].

Landherr ve arkadaslarinca gergeklestirilen bir ¢calismada vinil sonlu PDMS
molekdli  Si(100) ylzeyine ddénel kaplama metodu ile kaplanmis ve
olusturulan mikrofilmlerin  karakterizasyonu elipsometre ve AFM le
belirlenmigtir [103].

Wu ve arkadaslari tarafindan gerceklestiriien bir calismada PS-b-PDMS
kopolimeri silisyum substrat Gzerine donel kaplama yontemi ile kaplanmigtir.
Elde edilen filmler, gegirmeli elektron mikroskobu, AFM ve degdme agisi

cihazi ile karakterize edilmigtir [104].

PDMS ile gergeklestirilen diger ¢alismalardan farkli olarak bu calismada
PDMS molekilu kendiliginden dizenleme ydntemi ile ylzeylere kovalent
baglanma ile kullamimistir. Ayrica PDMS molekilinin esnek bir polimer
olusu ve biyomolekil baglanmasinda olasi molekller kirilmalara karsi
dayaniklihgr tasarlanan ylzeyleri kendiliginden ddzenlenme alaninda

gerceklestirilmis diger ¢galismalardan ayirmaktadir.

Bu calismada, sirasiyla HDA, amin sonlu PDMS , biyotin, streptavidin ve
Protein A ile tasarlanan Si(100) ylzeyler, biyokimyasal malzemelere karsi
duyarlihklarindan dolayr hastaliklarin erken teshisinde kullanilabilecek,

protein ya da DNA cip caligsmalari i¢in alternatif olusturacaklardir.
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Bu calismada gerceklestirilen ylzey tasarimlar Sekil 5.1° de sematik olarak

gOsterilmistir.

1- UV/O3 ile silanol gruplarinin olusturulmasi :

(IDH ?H ?H (|3H

T S
2- HBr ile ylzeylerin bromlanmasi :

OH OH OH OH Br Br B|r B|r

Si_ Si Si Si

P
Si_ Si Si Si HBr

3- HDA molekllinin baglanmasi :

Q:
<
Br Br E|5r Br %
| O

|
Si_Si Si si HDAI ? |

-HBr

Sekil 5.1. HDA ve PDMS molekilleri ile Si (100) ylzeyler (zerinde
gerceklestirilen ylzey tasarimi



39

4- PDMS molekulinin baglanmasi ile amin sonlu tek tabakalarin

olusturulmasi :

' NE, IHy
ICHy), {CHy),
I-I;;C—%i—CHs HsC—léi—CHa
PDMS'<[ i } [ 0 }
Ihﬂ—?—ﬂh Ihﬂ—?—ﬂh
), ’ ca), ’
o Jen[OF | cnsca, N L
C=0 C=0 ¢~ C=0 313 C=0 S-lg
g é HDA < é— é
: BE
C? o 0 6) O {5)

o 0 0
2.PDMS
5- Amin sonlu ylzeylere biyotin molekllinin baglanmasi :

PDMS PDMS

JDA HAA

Sekil 5.1. (Devam) HDA ve PDMS molekilleri ile Si (100) ytzeyler lzerinde
gerceklestirilen ylzey tasarimi
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6- Streptavidin molekllindn biyotin ile etkileserek ylizeye baglanmasi :

Streptavidin

T
Biyotin Biyotin

|
PDMS PDMS

HDA HI?A
| o
7- Biyotinlenmis Protein A ve IgG molekullnin ylzeye baglanmasi :

Flitoresans etiketli . ; j f

lgG —
FITC1gG
Streptavidin Biyotinlenmis
Protein A

PDMS PDMS

HDA HI?A
7 S S 7

Sekil 5.1. (Devam) HDA ve PDMS molekilleri ile Si (100) ytzeyler lzerinde
gerceklestirilen ylzey tasarimi
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HDA bagli yuzeylerin EDC ve NHS molekiilleri ile aktiflestiriimesi ve PDMS

molekulinin baglanmasi Sekil 5.2°de mekanizmasi ile gésterilmigstir.

cL

H*
e

~N=

A,

Mat
9
) 0 "fl o] ?303-
H o e e I
oH  EDC B"“J\O/ TNH SufahiHS i
i—
Si yoze i ) g
e (Hidraliz) HO—@\
e

Ma* l MHz - PDMS -MHz
o]
0]

WNfPDMS N,
H

Sekil 5.2. HDA bagli silisyum vylzeylerin EDC/NHS ile aktiflestiriime
mekanizmasi ve PDMS baglanmasi

5.2. Yuzeylerin Karakterizasyonu
5.2.1. Yizeylerin kimyasal yapisi

PDMS ve HDA ile tasarlanmis ylzeyler ile islem gérmemis silisyum yizeyin
ATR-FTIR spektroskopisi ile alinan spektrumlari Sekil 5.3'de gosterilmigtir.
(b))de HDA molekilinin —COOH (karboksil) grubuna ait —C=0 (karbonil)
bandi 1600-1700 arasindaki bant iken 3200-3300 arasindaki bant -OH
(hidroksil) grubuna ait banttir. Hidroksil bandi (a) da gérilmemektedir. Ayrica
(a))da PDMS molekilinin —NH2 (amino) grubuna ait bant 3450’de ikiye
yariimis halde gdértlmektedir, bununla beraber amit grubuna ait karbonil
bandi 1700’de catallanmis halde gérilmektedir. Bu durum polimerin ylzeye

kovalent baglandigini géstermektedir.
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Sekil 5.3. ATR-FTIR spektrumlari; a) PDMS sonlu yizey, b) HDA sonlu
ylzey, c) Islem gérmemis Si ylzey

PDMS bagl yuzeylerin, sicaklik duyarliliginin belirlenmesi amaciyla etivde
su buhari altinda 20, 50, 70, 90, 110, 125 ve 150 °C ‘daki tavlama
sicakliklarinda 30 dakika bekletilerek alinan ATR-FTIR spektrumlari Sekil

5.4'de verilmigtir.

2900-3000 cm'deki bant PDMS'in -CHs gruplarina ait olup sicakhgin
artmasiyla bant siddeti de artmistir. Bu durum tavlama sicakhginin artigiyla
PDMS molekdliindeki -CHs gruplarinin ylizeyde zenginlestigini bdylece daha

hidrofobik karakter kazandigini géstermektedir.
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Tavlama Sicakligi (°C):
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Absorbans

Sekil 5.4. PDMS sonlu ylzeylerin 20, 50, 70, 90, 110, 125 ve 150 C ‘daki
tavlama sicakliklarinda alinan ATR-FTIR spektrumlari

Doms ve calisma arkadaglari hidrofobik karakterde politetrafloroetilen
polimerini dénel kaplama teknigi ile silisyum ve cam substratlar Gzerine
kaplamis ve elde edilen ylzeyleri degme agisi cihazi ve FTIR ile karakterize
etmislerdir. Elde edilen filmlerin 350 ve 450 °C’'daki tavlama sicakliklarinda
FTIR spektrumlari alinmis ve -CF gruplarinin ylzeydeki miktarinin arttig

g6zlenmistir [105].
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5.2.2. Yiizey islanabilirligi ve purazlaliagu

Ylzeyler Gzerinde olusturulan kendiliginden dizenlenen tekli ve c¢oklu
tabakalarin hidrofobik-hidrofilik 6zelliklerinin belirlenmesi birgok endustriyel
uygulamada bayldk 6nem tasimaktadir. Kendiliginden dizenlenme islemi

kullanilarak ylzeylerin i1slanabililik 6zellikleri kolaylikla kontrol edilebilir.

Kluth ve arkadaslarinca gergeklestirilen bir calismada Si(100) ylzeylere farkli
zincir uzunluklarinda alkil siloksan molekdlleri baglanmis ve farkli degme
acisi degerleri elde edilmigtir. Su ile 6lgilen degme agisi degerleri 18
karbonlu alkil zincirler i¢cin 110, 8 karbonlular icin 106 ve 4 karbonlu alkil

zincirler icin ise 100° olarak belirlenmistir [106].

Janssen ve calisma arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir calismada ise
gesitli silan molekdlleri ile Si(100) ylzeyinde SAM’ler hazirlamislardir.
Hazirlanan yuzeylerin 1slanabilirligi ve ¢6zlcU-substrat etkilesimi (yUzeylerin
polaritesi) su, diiyodometan ve hekzadekan gibi farkli polaritelere sahip

¢ozaculer kullanilarak statik degme agisi 6lgumleri ile belirlemistir [107].

Bu calismada hazirlanan; igslem gérmemisg, hidroksillenmis, bromlanmis, HDA
bagh ve PDMS bagl ylizeylerin su degme acisi sonuclari ve olusan su

damlalarinin gérintaleri Cizelge 5.1 ve Sekil 5.5 ile verilmistir.

Su degdme agisi dlgimleri HDA bagh ylzeyin hidrofilik karakterde oldugunu,
HDA-PDMS bagl ylizeyin ise hidrofobik karakterde oldugunu gdstermektedir.
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Cizelge 5.1. islem gérmemis, hidroksillenmis, bromlanmig, HDA bagh ve
PDMS bagli ylzeylerin su degme acisi degerleri

Sol (%) Sag (%) Ortalama (%)
Si 66,2 60,7 63,5 +2,8
Si-OH 2,1 2,5 2,3%0,2
Si-Br 7.7 7.7 7.7
Si-HDA 30,7 22,1 26,4 +4,3
Si-HDA-PDMS 91,3 91,5 91,4 £ 0,1

PDMS yiizeyler hidrofobiktir ve degme agisi yaklasik olarak 108° dir [108].
Ayrica, Xia ve arkadaglar tarafindan yapilan calismada [102], PDMS
asilanmis yiizey icin degme acisi degeri 107° olarak bulunmustur. Bu
hidrofobik durum (dUsUk yUzey enerjisii —CHs (metil) ug gruplarinin

varligindan kaynaklanmaktadir [109].

Bu calismada PDMS bagl ylizeyin degme agisi yaklasik 91,5 ° dlcilmiistr.
Bu durum PDMS molekilinin ug fonksiyonel grubu olan amino gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Amino gruplari molekile biraz daha hidrofilik karakter
kazandirmigtir. Ayrica ¢6zucu, ¢dzelti konsantrasyonu ve sicaklik da degme

acisini etkileyen faktorlerdendir.
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(b)

E (d)

()

= (e)

Sekil 5.5. Su degme acisi goruntlleri; a)islem gérmemis, b) hidroksillenmis,
c¢) bromlanmig, d) HDA bagli ve e) PDMS bagli ytizeyler

ikinci agsamada, HDA bagh ve PDMS bagh vyizeylerin Histerizi (H)
Olcimlerine (dinamik degme agisi dlgimleri) bakilarak ylzey purGzltlikleri

belirlendi.

Histerizi, kati ylzeyin pUrizszlGgandn bir élgtstdur. Histerizi élgcimlerinde,
ilerleme agisi (damlanin blylmesi sirasindaki agi , 6a, advancing) ve
gerileme acisi (damlanin kiglUlmesi sirasindaki acgi, Or, receding) o6lc¢ulur,
arasindaki fark (A8) da histeriziyi verir. Bu deger ne kadar kiglkse yuzey
plrGzIlUligl o kadar azdir. Gok diizgiin ylzeylerde (ideal katilarda) A8 =
0’dir. Degme agisi Olgumleri su ile yapilir. CUnkiu su, ylzeyin kimyasal

bilesimine ve ylzeyin pUriazltligtne en duyarh sividir [110-113].
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H=A0=045- 6Rr (51)

Sekil 5.6. Histerizi dlctimleri; (a) damlanin blyamesi (ilerleme acisi, 8,) , (b)
damlanin kigtlmesi (gerileme agisi, 6r )

HDA baglh ve PDMS bagh ylzeylerin Histerizi élcimleri Cizelge 5.2. de
verilmigtir. Bu verilere gére HDA bagl ylzeyin pirizIGlik degeri PDMS bagl
ylzeyden daha fazladir. Bu durumda polimerin ylzeydeki bosluklari kismen
doldurdugu ve bu nedenle ylzeyin pUrGzlOlGginin azaldi§i sonucuna

varilabilir.

Cizelge 5.2. HDA bagli ve PDMS bagh ylzeylerin histerizi dlgtimleri

B Or H=06a- 6r
HDA 706 +1,4 39,4 312+1,4
PDMS 853+1,3 61,3+7,5 24 +£6,2

Ugiincli asamada ise PDMS bagli yiizeyin sicaklik duyarliigi degme acisi
Olcimleri ile incelenmigtir. Bu amacla, PDMS bagh ytizeyler, 20, 50, 70, 90,
110, 125 ve 150 °C’da 30’ar dakika etiivde su buhari altinda bekletilerek her
bir sicaklik icin su degme acilarn belirlenmis ve fotograflari alinmistir. Elde
edilen veriler ile olugturulan sicakliga karsi degme acisi grafigi Sekil 5.7'de

verilmigtir.
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Sekil 5.7. HDA-PDMS ile tasarlanmig ylzeyin degme agisi-sicaklik grafigi

Tavlama islemi PDMS molekilinin camsi gegis sicakiginin (-123 °C)
Uzerinde gerceklestrildigi icin molekll serbest olarak hareket edebilmektedir.
PDMS moleklli ¢ok esnek bir polimer oldugu igin sicaklik duyarlilig

g6zlenmis ve sicaklik arttikga yuzeyde zenginlesme gbézlenmigtir.

Degme agisi degerlerine bakildiginda PDMS bagl silisyum yiizeylerin genel
olarak, sicaklik arttikga daha hidrofobik karakter kazandigi gérilmektedir.
Hidrofobik karakter kazanmasi yani ylzey enerjisinin dismesi ylzeyde
zenginlesmeye neden olmustur. Bu durum sicakhgdin artmasiyla polimerdeki
-CHs; gruplarinin agiga cikmasi ile aciklanabilir ve ATR-FTIR sonuclar da
bunu desteklemektedir. Bu hidrofobik durumun bazi avantajlari vardir. Dasik

biyokirlilige ve ylksek oranda gaz tasiyabilme oranina sahiptirler [109].

Zhu ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada polipropilen-poli(dimetil
siloksan) ve polietilen-poli(dimetil siloksan) kopolimerler hazirlanmig ve

hazirlanan filmlerin degme agisi cihazi ile 25-150 °C tavlama sicakliklari
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arasinda degme acisi degerleri 6lgilmustir. Elde edilen sonuglara gore
degme agisi degerleri; PP-PDMS filmler icin 65-70 °C , PE-PDMS filmler igin
74-81 °C arasinda degiserek artmistir [114].

5.2.3. Yuzeylerin kalinhgi

HDA ve PDMS bagli ylzeylerin antijen-antikor iligkisini incelemek igin HDA-
PDMS bagh silisyum yilzeyler (zerine sirasiyla biyotin, streptavidin,
biyotinlenmis Protein A ve IgG baglanmistir. Her bir asamada elipsometre
cihazi kullanilarak 532 nm dalga boyundaki 1sigin 72° gelis acisi ile kalinlik
6lcumi gergeklestiriimisgtir. Elde edilen kalinlik degerleri Cizelge 5.3'de
verilmigtir. Cizelgede gdrildiga gibi hidroksillenmis silisyum ylzeyler tUzerine
her bir molekll baglanmasi sonucunda ylzeyde kalinlik artisi gézlenmistir.

Bu durum molekdllerin yuzeye baglandigini géstermektedir.

Cizelge 5.3. Hazirlanan ylzeylerin her agsamasindaki kalinlik degerleri

Hazirlanan ylzey Kalinhk (nm)

Si-HDA 53+0,2
Si-HDA-PDMS 15,6 £ 0,1
Si-HDA-PDMS-Biyotin 19,5+0,5
Si-HDA-PDMS-Biyotin-Streptavidin 26,6 £+1,3
Si-HDA-PDMS-Biyotin-Streptavidin-

33,4+1,2
Biyotinlenmis Protein A
Si-HDA-PDMS-Biyotin-Streptavidin-

442+ 1,4

Biyotinlenmis Protein A-IgG

HDA molekull igin hesaplanan teoriksel molekiler uzunluk 1,6 nm olup
PDMS molekdli icin etkin bir kalinliktan s6z etmek mimkin degildir. CUnki

polimerler ylzeyde film halinde veya yiginlasmis durumda bulunabilir.
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Hidroksillenmis ylzeyin film kalinhd1 3,6 nm olarak belirlenmistir. Elde edilen
verilere gore 5,3 nm kalinliga sahip HDA bagli silisyum ylzeylerin HDA
tabakasi (kahnhk artisi) 1,7 nm’ye karsilik gelmektedir. Bu kalinlik degeri
HDA molekilinin ylzeyde tek tabaka olusturdugunu [2] gostermektedir.

Bhushan ve calisma arkadaslari gerceklestirdikleri bir calismada silisyum
yuzeyler Gzerine 8-10 karbonlu cesitli florosilan gruplar baglamis ve film
kalinliklari 2-10 nm arasinda degisen ultra ince florosilan filmler elde
etmislerdir. Bu degisim Uzerinde sicaklik ve basing gibi faktérler dnemli rol

oynamistir [109] .

Wang ve calisma arkadaslarinca gergeklestirilen bir diger calismada ise 11
karbonlu (11-aminoundesil) trimetoksisilan molekdlleri ile silisyum ylzeyler
Uzerinde hazirlanan filmlerin kalinhklari 6,9 nm olarak belirlenmistir [115]. Bu
farklihklarin nedeni filmlerin olusumu sirasindaki ¢dzelti derigimi, sicaklik,

bekletme slresi gibi film yapisini etkileyen deneysel etkenlerdir.

Polimer bagh ytzeylerin 15,6 nm olarak belirlenen film kalinligi, polimer bagh
ylzeyler icin olagan bir durum olup literatlrdeki ¢calismalarda da benzer bir

artis gbériimektedir.

Sinha ve calisma arkadaslarn tarafindan 3-aminopropiltrimetoksisilan
(APTMS) molekdli ile tasarlanmis silisyum ylzeylerde dogrusal zincirlere
sahip polistiren (PS) ve polietilen (PE) polimerleri ile hazirlanan APTS-PS ve
APTS-PE filmlerin kalinhklari sirasiyla 12,1 ve 15 nm olarak belirlenmistir.

APTS bagh ylzeyin kalinligi ise 4,1 nm olarak belirlenmigtir [1186].

lunov ve calisma arkadaslari ylzeye asilama metoduyla Si(100) ylzeyler
Uzerine iki tabakali sistemler sentezlemiglerdir. Elipsometre ve AFM ile
hazirlanan ylzeyleri karakterize etmislerdir. Temizlenmig silisyum ylUzeyler
oncelikle poli(glisidil metakrilat) polimer ile dlizenlenmis daha sonra ikinci
tabaka olarak karboksil sonlu poly(etilen glikol) monometil eter polimeri farkli
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sicakliklarda ve iki ayri bekletme siresinde ylizeye kaplanmigtir. Dedisen bu
faktorler ylzeyde olugsan film kalinliklarinda da farkliliklara neden olmustur.
51-98 °C’da 1 saat bekletilerek kaplanan ylizeylerde kalinlik degerleri 0,5-1,6
nm arasinda degisirken, 65-129 °C’da 4 saat bekletilerek kaplanan ylzeyler
de ise 1,8-6,6 nm araliginda degisen kalinlik degerleri gézlenmistir [117].
YlUzeydeki filmlerin kalinhgini sicaklik, polimerin mol kutlesi ve bekletme

suresi gibi faktorler 6nemli élctde etkilemektedir.

IgG molekilinin ylksekligi yaklasik 12 nm, kalinligi ise 4 nm’dir [68]. Bu
calismada IgG tabakasinin yiksekligi 10,76 nm olarak belirlenmistir. Protein
A moleklli 1gG’nin F, bolgesiyle etkilestigi icin [68], bu kalinlik artisi IgG
molekdlinin  Fg, bolgelerinin - yizeyden ileriye dogru ydnlendigini

gbstermektedir.
5.2.4. Yuzey morfolojisi

HDA, PDMS molekilleri ve biyomolekuller ile hazirlanan filmlerin AFM
kullanilarak elde edilen G¢ boyutlu (a), iki boyutlu (b) yizey morfolojileri ve
yUkseklik dagihm grafikleri (c);, HDA, PDMS, biyotin, streptavidin,
biyotinlenmis Protein A ve IgG molekdlleri baglanmis silisyum ylzeyler icin
sirasiyla Sekil 5.8-Sekil 5.13'de gbsterilmistir. AFM gdérintileri 2000x2000

nm? (2x2 ym?) genisligindeki alandan elde edilmistir.

Tasarlanan ylzeylerin iki boyutlu ylzey morfolojilerinde agik renkli bélgeler
ylzeyler Gzerinde olugan adaciklari, koyu renkli bolgeler ise gukur bélgeleri
gOstermektedir. AFM goérintulerinin Gg¢ boyutlu ve iki boyutlu morfolojileri
incelendiginde ylzeyler Uzerindeki belli boélgelerde cgesitli blaylklikte sik
istiflenmig adaciklar gérilmektedir. Bu adaciklar yuzeye baglanan molekulleri
gbsterdiginden, dolayisiyla molekdllerin  ylzey Gzerindeki dagilimini

gbstermektedir.
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Hazirlanan filmlerin 2x2 pm? genisligindeki alanda ylizey pirizI0ligi (Root
Mean Squre [RMS]) degerleri belirlenmistir. RMS degeri, ortalama ylzey
kalinligr degeridir. Bu deger ne kadar dusikse ylzeydeki molekulller o kadar
dizgiin ve siki ydnlenmis denilebilir. Hidroksillenmis silisyum ylzey icin RMS
degeri 0,393 nm olarak belirlenmistir. HDA bagl yiizey i¢in elde edilen RMS
degeri 1,214 nm olarak belirlenmigtir. HDA molekill icin elde edilen ¢
boyutlu ve iki boyutlu ylzey morfolojileri (Sekil 5.8.a, Sekil 5.8.b)
incelendiginde yuzeyler Uzerinde heterojen bir dizenlenme oldugu
g6rilmektedir. HDA molekdllerinin  dizenlenmesinde karbon zincirleri
arasindaki etkilesimler nedeni ile yulzeyler (zerinde bazi bdlgelerde
yiginlasmalar olusmus ve dizenlenmesi homojen olarak gergeklesmemigstir.

Bu nedenle yliksek RMS degeri elde edilmigtir.

Zhu ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada Si(100) yUzeyler
tzerinde APTES ve perflorododekanoik asit (PFDA) molekdlleri kullanilarak
hazirlanan cift tabakalarin AFM ile elde edilen RMS degeri 0,408 nm olarak
bulunmustur [15]. ilk tabakas! bir silan molekiilii olan APTES ile hazirlanmig
bu ylzeylerde etoksi gruplarinin ylzeyler Uzerine daha siki bir sekilde

baglanmasi sonucu RMS degeri distk ¢ikmistir.

Ayrica ylUzeylerin purGzlilaganu, ¢bézelti konsantrasyonu, bekletme siresi ve

sicaklik gibi faktérler de etkilemektedir.

Zhang ve calisma arkadaslari gerceklestirdikleri bir calismada farkli
derisimlerdeki APTMS c¢oézeltisinde beklettikleri silisyum ylzeyleri AFM ile
karakterize etmisler ve ¢ozelti derisimi arttikgca ylzeylerin RMS degerlerinin
arttigini gézlemlemislerdir. 3, 5 ve 10 mM hazirlanan APTS c¢bzeltilerinin
silisyum ylizey Uzerinde olusturdugu filmlerin RMS degerlerlerini sirasiyla
0,568, 0,97 ve 1,984 nm olarak belirlemislerdir. Derisimin artmasi APTS
molekdllerinin ylzeyde daha az dizenlenmesine ve purazlUlik degerinin

artmasina neden olmustur [121].
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Sekil 5.8. HDA ile tasarlanmig Si(100) yUzeyler igin (a) U¢ boyutlu, (b) iki
boyutlu ylizey morfolojileri ve (c) ylkseklik dagihm gérintileri
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HDA-PDMS ile tasarlanmis Si(100) ytzeyler igin (a) t¢ boyutlu, (b) iki boyutlu
yuzey morfolojileri ve (c) yukseklik dagilim géruntuleri Sekil 5.9°da verilmigstir.
Polimer sonlu yiizeylerin RMS degeri ise 3,839 nm olarak belirlenmistir.
PDMS sonlu yilzeyin U¢ boyutlu AFM gdérintistne bakildiginda polimerin
bazi bdlgelerde yogunlastigi goérilmektedir. Ylzeyler Uzerinde kovalent
baglanma ile gerceklestiriimis polimer filmler polimer ve substratin tlrine

gore cesitli RMS degerlerine sahip olabilmektedir.

Sinha ve calisma arkadaslari tarafindan APTMS molekild ile tasarlanmig
silisyum ylzeylerde dogrusal zincirlere sahip polistiren (PS) ve polietilen (PE)
polimerleri ile hazirlanan APTMS-PS ve APTMS-PE filmlerin RMS degerleri

sirasiyla 1,6 ve 1,9 nm olarak belirlenmistir [116].

Jung ve arkadaglari tarafindan  gergeklestirilen bir  g¢alismada
amino(organo)polisiloksan molekdlleri ¢esitli substratlar Gzerine baglanmig ve
farkhh RMS degerleri elde edilmistir: Silisyum ylizeyler Gzerinde olusturulan
filmler icin 0,5-2,0 nm, metal oksit ylzeyler (aliminyum oksit ve zirkonyum
oksit) Uzerinde olusturulan filmler i¢cin 0,5-0,6 nm ve polimer ylzeyler

Uzerinde olusturulan filmler igin ise 0,4-0,5 nm olarak belirlenmistir [122].
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Sekil 5.9. HDA-PDMS ile tasarlanmig Si(100) ytizeyler icin (a) U¢ boyutlu, (b)
iki boyutlu ylizey morfolojileri ve (c) ylkseklik dagilim gérintdleri
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Biyotin ile tasarlanmig Si(100) ylzeyler icin (a) Uc¢ boyutlu, (b) iki boyutlu
yluzey morfolojileri ve (c) yukseklik dagilim gorintileri Sekil 5.10°da
verilmigtir.  Biyotinlenmis ylUzeylerin RMS degeri ise 3,683 nm olarak

belirlenmigtir.

Rahman ve calisma arkadaslari gerceklestirdikleri bir calismada APTES
molekdll ile tasarladiklari Si(100) ylzeyler U(zerine sirasiyla biyotin,
nbétravidin ve biyotinlenmis DNA immobilize etmislerdir. Biyotinlenmis
silisyum ytzeylerin RMS degerleri 0,65 £ 0,18 nm olarak belirlenmigstir [123].
Silan molekdllerinin ylzeyde siki bir sekilde dizenlenmesi sonucu homojen

baglanmig biyotin sonlu ylzeyler elde edilmigtir.
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Sekil 5.10. HDA-PDMS-biyotin ile tasarlanmig Si(100) ylzeyler igin (a) Uc
boyutlu, (b) iki boyutlu ylizey morfolojileri ve (c) ylkseklik dagilim
goéruntaleri
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Streptavidin ile tasarlanmis Si(100) yizeyler igin (a) tG¢ boyutlu, (b) iki boyutlu
yluzey morfolojileri ve (c) yukseklik dagilim gorintuleri Sekil 5.11°de
verilmigtir. ~ Streptavidin bagl ytzeylerin RMS degeri 4,308 nm olarak

belirlenmigtir.

Tero ve calisma arkadaglari tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada 2-
(karbometoksi)etiltriklorosilan (CMETS) molekill ile tasarlanan Si(111)
ylzeyler HCI ile muamele edilip —COOH sonlu ylzeyler hazirlanmis ve
yuzeyler 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklortr molekill ile
aktiflestirildikten sonra ve avidin molekdlind igeren farkli derisimlerdeki
cOzeltilerde bekletilmigtir. Avidin  sonlu ylzeylerin  kalinligi AFM ile
belirlenmigtir. 5 nM ve 160 nM c¢ozeltiler i¢in belirlenen kalinhklar sirasiyla
1,7 ve 12,7 nm olarak belirlenmistir. iki boyutlu AFM gériintiilerinde ise 5 nM
avidin ¢ozeltisinde bekletilen yuzeylerde homojen baglanma elde edildigi
gOralmustar [124].

Guo ve arkadaslarinca gerceklestirilen bir caligmada silisyum dioksit
yluzeyinde litografik teknikle altin ile desenlenmis ylzeylere sirasiyla
biyotinlenmis DNA ve streptavidin molekili adsorbe edilmis elde edilen

yuzeylerin AFM ile dlgulen ylzey kalinhdr 20 nm olarak belirlenmigtir [125].
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Sekil 5.11. HDA-PDMS-biyotin-streptavidin ile tasarlanmis Si(100) ylUzeyler
icin (a) G¢ boyutlu, (b) iki boyutlu yizey morfolojileri ve (c)
yukseklik dagilim goértnttleri,
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Biyotinlenmis Protein A ve IgG ile tasarlanmis ylzeylerin (a) ¢ boyutlu, (b)
iki boyutlu ylizey morfolojileri ve (c) yUkseklik dagilm goértnttleri Sekil 5.12
ve Sekil 5.13'de gosterilmistir. Biyotinlenmis Protein A ve IgG ile tasarlanmig
ylzeylerin RMS degerleri ise sirasiyla 3,941 ve 7,387 nm olarak

belirlenmigtir. Bu degerler literatirdeki ¢alismalarla benzerlik géstermektedir.

Lee ve calisma arkadaslari tarafindan gergeklegtirilen bir ¢aligmada altin
yuzeyler sirasiyla Protein A ve salmonella-antikor moleklli baglanmistir.
Protein A ile hazirlanmig ytzeylerin RMS degerleri 3,0 + 1,0 nm olarak

belirlenmigtir [126].

Vashist ve arkadaslarinca gerceklestirilen bir calismada altin kapli silisyum
ylzeyler Uzerine sirasiyla Protein A ve IgG molekill immobilize edilmis,

RMS degerleri ise sirasiyla 10,6 nm ve 17,3 nm olarak belirlenmigtir [69].

Follstaedt ve calisma arkadaslari tarafindan gercgeklestirilen bir ¢alismada
Si(100) ylzeyler Uzerinde oktadesiltrimetoksisilan (OTMS) ve N-
(trietoksililpropil)-O-poliethileneoksit Gretan (TESP) molekilleri ile iki ayri
tabaka tasarlanmig, ardindan bu yuUzeylere bovine serum albimin (BSA)
proteini adsorbe edilmis ve her asamada yuzeylerin AFM ile ylzey
morfolojileri belirlenmistir. OTMS ve TESP baglanmis silisyum ylzeylerin
RMS degerleri sirasiyla 0,1 ve 1,3 nm olarak belirlenirken, BSA proteininin
adsorpsiyonundan sonra RMS degerleri 2,7 ve 2,4 nm olarak belirlenmigtir
[127].



Sekil

61

258 nm

Opm s 2 pm

5.12. HDA-PDMS-biyotin-streptavidin-biyotinlenmis Protein A ile
tasarlanmig Si(100) ylzeyler icin (a) ¢ boyutlu, (b) iki boyutlu
ylzey morfolojileri ve (c) ylkseklik dagilim gérintlleri
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Sekil 5.13. HDA-PDMS-biyotin-streptavidin-biyotinlenmis Protein A-IgG ile
tasarlanmig Si(100) ylzeyler icin (a) ¢ boyutlu, (b) iki boyutlu
ylzey morfolojileri ve (c) ylkseklik dagilim gérintlleri
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Tasarlanan yuzeylerin iki boyutlu ve O¢ boyutlu gérinttlerindeki adaciklara
bakildiginda molekullerin ylzeye sik istiflenmis bir sekilde baglandigini

g6rilmektedir.

Hazirlanan filmlerin 2x2 um? genisligindeki alanda belirlenen RMS degerleri

Cizelge 5.4’de verilmigtir.

Cizelge 5.4. HDA, PDMS ve biyomolekdiller ile tasarlanmis silisyum yizeyler
icin elde edilen RMS degerleri

Hazirlanan ylzey RMS (nm)

Si-OH 0,393
Si-HDA 1,214
Si-HDA-PDMS 3,839
Si-HDA-PDMS-Biyotin 3,683
Si-HDA-PDMS-Biyotin-Streptavidin 4,308
Si-HDA-PDMS-Biyotin-Streptavidin- 4139
Biyotinlenmis Protein A
Si-HDA-PDMS-Biyotin-Streptavidin-

7,382

Biyotinlenmis Protein A-IgG

Cizelge 5.4 incelendiginde tasarlanan ylzeyler igcin RMS degerlerinin yluksek
oldugu gorulmektedir. Bu durum molekdllerin ylzeye heterojen baglandigini
ve belli bolgelerde yiginlasmalar oldugunu gostermektedir. Ayrica, ylzeye
her bir molekiil baglanmasindan sonra RMS degerleri artmistir. Bu degisim
molekdllerin  ylUzeylere baglandigini gdstermektedir. Bununla beraber
tasarlanan yuzeylerin iki boyutlu ve G¢ boyutlu morfolojileri incelendiginde
ylzeylerde sik istiflenmis adaciklarin bulundugu gérialmektedir. Bu durum da

molekdallerin ylzeylere baglandigini géstermektedir.
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5.2.5. Yiizey deseni

Ylzey desenlerinin flloreasans mikroskobu ile belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen caligmalarda flloresans etiketli biyomolekdller kullaniimistir.
Jang ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen bir calismada fotolitografi
teknigi kullanilarak silisyum Gzerinde altin ile desenlenmis ylzeylere 11-
merkaptoundekanoik asit (11-MUA) ve 4,4-ditiyodibltirikasit (4,4-DTBA)
molekilleri baglandiktan sonra yUzeylere flioresans etiketli Protein A
molekuli immobilize edilmigtir. Elde edilen ylzeylerin flioresans mikroskobu
ile desenleri belirlenmigtir. 11-MUA ve 4,4 DTBA ¢dézeltilerinin derigimlerinin
artmasiyla, flioresans etiketli Protein A molekdll immobilize edilmig

yuzeylerin flioresans sinyallerinin yogunlastigi géralmustar [118].

Caykara ve calisma arkadaslari tarafindan gerceklestirilen bir calismada
APTMS moleklll ile tasarlanmig amin sonlu filmlere ylzey desenlerinin
belirlenmesi amaciyla sirasiyla biyotin streptavidin ve flloresans etiketli
streptavidin  moleklli baglanmig ve flloresans mikroskobu ile ylzey

desenleri belirlenmistir [119].

Demirel ve arkadaslar tarafindan gerceklestiriien bir dider calismada ise
silisyum  ylzeylerde sirasiyla  3-glisidoksipropiltrimetoksisilan, 2,2’-
(etilendioksi) dietilamin, Protein A ve flloresans etiketli IgG molekdlleri ile

tasarlanmis filmlerin ylzey desenleri belirlenmigtir [120].

Bu calismada ylUzey desenlerinin belirlenmesi amaciyla fllioresans etiketli
lgG kullanilmis  ve elde edilen Si-HDA-PDMS-Biyotin-Streptavidin-
Biyotinlenmis Protein A- 1gG ylzeylerin desenleri Fliioresans mikroskobu
kullanilarak 40 blyitme ve 100 buyutme ile belirlenmigtir. Elde edilen

gbruntuler Sekil 5.14‘de verilmistir.



65

Sekil 5.14. HDA-PDMS ile tasarlanmis ylzeyler (zerine biyomolekiillerin
baglanmasi ve IgG’nin tutuklanmasi ile elde edilmis Flioresans
mikroskobu gérantileri: (a) hidroksillenmis silisyum ytzey (x100),
(b) 1gG tutuklanmis yliizey (x40), (c) IgG tutuklanmis ylzey (x100)

Elde edilen gérintulerde hidroksillenmig ylzeyde higbir flioresans sinyali
belirlenmemistir. Bunun nedeni bu ylzeyler Uzerine IgG tutuklanmasi igin
gerekli aktif molekdllerin ylzeyde bulunmamasidir. Biyomolekiller ile
tasarlanmis PDMS bagh ylzeyler (zerinde kuvvetli flioresans sinyalleri
g6zlenmistir. Bu sinyaller IgG ‘nin varligini ve ydnlenme seklini
gbstermektedir. Ayrica sinyallerin yodunlugu ve bu yogunlugun hemen
hemen egit dagiimasi homojen bir baglanma oldugunu da gdstermektedir.
IgG molekllindn yénelmesi belli bir diizene gére olmamistir. Bu durum ise
kendiliginden dizenlenmeye gore, molekillerin en kararli yapiyi olusturacak

sekilde ylzeyler tzerinde dizenlenmesinin bir sonucudur.
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6. SONUCLAR

ml

| 1]

HDA, dodekanol ve PDMS molekilleri kullanilarak Si(100) ytzeyleri
Uzerinde amino u¢ gruplu kendiliginden dizenlenen tek tabakalar
tasarlanmistir. Tasarlanan ylzeylerin biyokimyasal malzemelere karsi
duyarhlik gbéstermesi icin hazirlanan ylzeylere biyotin, streptavidin ve
biyotinlenmis  Protein A baglanmigs ve IgG immobilizasyonu

gerceklestirilmigtir.

Ylzeylerin hidrofilik ve hidrofobik karakterleri su degme acisi 6lcim
cihazi kullanilarak belirlenmistir. islem gérmemis, hidroksillenmis,
bromlanmig, HDA, HDA-PDMS bagh Si(100) ylizeylerin su degme
acilar sirasiyla 63,5°, 2,3° 7,7° 26,4° ve 91,5° olarak belirlenmistir.
Su degme acisi Olgimleri HDA bagli ylzeyin hidrofilik karakterde
oldugunu, HDA-PDMS bagli ylzeyin ise hidrofobik karakterde

oldugunu gdstermektedir.

HDA ve HDA-PDMS baglanmis ylzeylerin degme acisi cihazi ile
belirlenen histerizi degerleri sirasiyla 31,2 ve 24°C  olarak
bulunmustur. Bu verilere gére HDA bagl ylzeyin daha purizli oldugu,
polimerin ise ylzeydeki bosluklari kismen doldurdugu ve bu nedenle

daha az purazltlik degerine sahip oldugu belirlenmigtir.

Yuzeylerin kimyasal yapisi ATR-FTIR spektroskopisi ile belirlenmistir.
islem gérmemig, HDA ve HDA-PDMS bagli yiizeylerin ATR-FTIR
spektrumlart  ahinmistir.  HDA  baglanmis  silisyum  yUzeyin
spektrumunda HDA molekllinin —-COOH grubuna ait bantlar
gorilirken, HDA-PDMS baglanmis silisyum ylzeyin spektrumunda
PDMS molekiliine ait amino u¢ grubuna ve amit grubunun karbonil

bandina ait bantlar gérulmustar.
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HDA-PDMS bagh silisyum yizeyin sicakhk duyarliigi ATR-FTIR
spektroskopisi ile belirlenmistir. Spektrumlarda, tavlama sicakhginin
artisiyla PDMS molekilindeki -CHs gruplarinin ylizeyde zenginlestigi
gbrilmastar. Ayrica HDA-PDMS bagl silisyum ylizeyin sicakhk
duyarhhigi degme agcisi cihazi ile de belirlenmistir. Su degme agisi
sonuclarina gore sicaklik artigiyla yUzeylerin hidrofobik karakterinin

arttigi belirlenmigtir.

HDA ve HDA-PDMS ile hazirlanmis yuzeylerin kalinliklari elipsometre
cihazi kullanilarak sirasi ile 5,3 ve 15,6 nm olarak bulunmustur.
Hidroksillenmis silisyum ylzeylerin kalinhdr ise 3,6 nm olarak
bulunmustur. Bu verilere gére HDA molekill ylzeyde tek tabaka
olusturmustur. PDMS bagl ylzeydeki kalinhk artisi ise polimer bagli

yuzeyler icin olagan bir durumdur.

Sirasiyla biyotin, streptavidin, biyotinlenmis Protein A ve IgG
biyomolekulleri kullanilarak hazirlanan ytzeylerin her bir agsamasindaki
kalinlik degerleri elipsometre cihazi ile belirlenmigtir. Her asamada
kalinlik artis1 gézlenmistir. IgG tabakasinin ylksekligi ise 10,76 nm
olarak belirlenmistir. Bu kalinlik artis1 IgG molekilinin F4, bdlgelerinin
ylzeyden ileriye dogru yonlendigini gostermektedir.

Tasarlanan yuzeylerin U¢ boyutlu, iki boyutlu ylizey morfolojileri ve
ylzeyler Gzerindeki yUkseklik dagilimlari atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) ile belirlenmigtir. Hidroksillenmis, HDA, HDA-PDMS, HDA-
PDMS-biyotin, HDA-PDMS-biyotin-streptavidin, HDA—PDMS—-biyotin—
streptavidin-biyotinlenmis Protein A, HDA-PDMS-biyotin-streptavidin-
biyotinlenmis Protein A-IgG ile hazirlanan ylzeylerin AFM‘den elde
edilen RMS degerleri sirasiyla, 0,393, 1,214, 3,839, 3,683, 4,308,
4,139 ve 7,382 nm olarak belirlenmistir. RMS dederlerindeki artis,
molekdllerin ylzeylere baglandidini, bu nedenle purtzlaliklerinin
degistigini gdstermektedir.
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Flioresans etiketli IgG kullanilarak hazirlanan ylzeylerin desenleri
flloresans mikroskobu kullanilarak  belirlenmistir.  Fllioresans
sonuclarina gére IgG molekill ylzeye yogun bir sekilde baglanmig
ama belli bir dizene goére dagilmamistir. Bu durum kendiliginden

dizenlenmenin dogasinda bulunan bir olgudur.

Bu sonuglara gére HDA-PDMS ile hazirlanilacak SAM’ler biyolojik
aktiviteye sahip olduklan icin hastaliklarin erken teshisinde,
tedavisinde protein ¢ip olarak ve DNA ¢ip calismalarinda da

kullanilabilecektir.
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