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TOeiTAK
ONSOz

Biyolojik maddelerin hizli, nicel ve paralel bir sekilde algilanabilmesine, biyomedikal, cevre,
biyoteknoloji, savunma ve tarim gibi bircok alanda ihtiya¢c duyulmaktadir. Birim kitle basina ¢ok genis
ylzey alanina sahip olan nanomalzemeler, boyut ve sekillerine bagli olarak essiz kimyasal ve fiziksel
Ozellikler sergilerler. Bu 6zellikleri sayesinde nanomalzemeler, biyolojik numunelerin algilanmasinda son
derece duyarli, etikete/isaretlemeye ihtiyag duymayan, hizli metotlar gelistirmek igin essiz firsatlar
sunmaktadir.

Bu projede birden fazla biyolojik maddenin etikete/isaretlemeye ihtiya¢ duymadan, nicel, paralel,
hassas ve hizli bir sekilde algilanmasi icin yeni nanomalzemeler ve metotlarin gelistiriimesi
amagclanmistir.  Bu amagla; sicaklik-duyarli polimerler ve biyomolekuller ile fonksiyonellestiriimis
sandvig-benzeri nanoyapilarin desenli dizileri Uretilmis ve bu dizilerin ¢oklu biyomolekil baglanma
olaylarinin bir fonksiyonu olarak lokalize ylzey plazmon rezonansi ve kapasitansi incelenmigtir. BOylece,
yeni ve iyilestiriimis biyosensorlerin tasarimi ve Uretimi igin yeni nanomalzemeler ve teknikler
gelistiriimesine yonelik 6nemli bulgular elde edilmistir.

Bu proje kapsaminda yapilan biitiin calismalar TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Biyolojik maddelerin hizli, nicel ve paralel bir sekilde algilanabilmesine, biyomedikal, ¢evre,
biyoteknoloji, savunma ve tarim gibi bircok alanda ihtiya¢c duyulmaktadir. Birim kltle basina ¢ok genis
ylzey alanina sahip olan nanomalzemeler boyuta ve sekle bagl essiz kimyasal ve fiziksel 6zellikler
sergilerler. Bu 6zellikleri sayesinde nanomalzemeler, biyolojik numunelerin algilanmasinda son derece
duyarli, etikete/isaretlemeye ihtiya¢ duymayan, hizli metotlar gelistirmek igin egsiz firsatlar sunmaktadir.

Bu projede hedefimiz, birden fazla biyolojik maddenin etikete/isaretlemeye ihtiyagc duymadan,
nicel ve paralel sekilde algilanmasi i¢in duyarli ve hizli bir sistemin gelistiriimesine yonelik olarak
sicaklik-duyarh polimerler ve biyomolekiiller ile fonksiyonellestiriimis sandvig-benzeri nanoyapilarin
desenli dizilerinin Uretilmesi ve c¢oklu biyomolekil baglanma olaylarinin bir fonksiyonu olarak lokalize
ylzey plazmon rezonansinin (LSPR) ve kapasitansinin incelenmesidir.

Bu amagla oncelikle sandvig-benzeri nanoyapilarin desenli dizinleri nanokure litografisi teknigi ile
Uretilmistir. Sandvig-benzeri nanoyapilar, metal-yalitkan-metal Gg¢li tabakalardan olusturulmustur. Bu
nanosandvi¢ dizileri, model biyomolekiller (biyotin, glutatiyon ve tek-sarmal oligoadenin) ve sicaklik-
duyarli polimer ile fonksiyonellestiriimistir. Nanosandvi¢ dizilerinin hazirlanmasi ve vyizey
modifikasyonlari, taramali elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskopisi, UV-gérinur-yakin kizilétesi
spektrofotometrisi araciligiyla LSPR dlgtimleri, X-isini fotoelektron spektrometresi (XPS) gibi farkli
teknikler ile dogrulanmistir. Farkh transduksiyon mekanizmalarini incelemek igin, polimerler ve
biyomolekiiller ile fonksiyonellestiriimis nanodizilerin lokalize ylzey plazmon rezonansi ve kapasitansi,
coklu biyomolekul baglanma olaylarinin bir fonksiyonu olarak olgulmustur. LSPR ve XPS kapasitans
Olcimleri, nanodizilerin islevsellestiriimesi adimlarini ve daha da o6nemlisi sicaklik kontrolli olarak
biyotin-streptavidin ve oligoadenin-oligotimin veya biyotin-streptavidin ve glutatiyon-glutatiyon S-
transferaz biyotanima olaylarini agikga gostermistir.

Sonug olarak, bu projenin c¢iktisi biyomedikal, ¢evre, biyoteknoloji, tarim, savunma ve benzer
endustrilerde dogrudan uygulamalari olacak yeni ve iyilestiriimis biyosensorlerin gelistiriimesine yonelik

yeni nanomalzemeler ve yontemler olmustur.

Anahtar kelimeler: nanolitografi, nanocihazlar, nanodiziler, uyari-cevap polimerleri, lokalize ylzey

plazmon rezonans, biyogip, biyosensér
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ABSTRACT

Rapid, quantitative and parallel detection of low concentration of biological substances is
required in a broad range of applications including biomedicine, environment, biotechnology, defence
and agriculture. Nanostructured materials exhibit unique, size- and shape-dependent chemical and
physical properties, and high surface area per unit mass, thus offer unique opportunities for development
of ultra-sensitive, label-free, rapid methods for detection of biological substances.

In this project, we intended to produce patterned arrays of sandwich-like nanostructures
functionalized with temperature-responsive polymers and multiple biomolecule species and investigate
the localised surface plasmon resonance (LSPR) and capacitance of the functionalised nanoarrays as a
function of multiple biomolecular binding events towards determination of a sensitive and rapid system
for label-free, quantitative, parallel detection of multiple biological substances.

For this purpose, patterned arrays of sandwich-like nanostructures were first prepared using
nanosphere lithography. Nanosandwiches were made of triple layers of metal-insulator-metal. These
nanosandwiche arrays were then functionalized with model biomolecules (biotin, glutathione and single
strand oligoadenine) and temperature-responsive polymers. Preparation and functionalization of
nanosandwiche arrays were verified via a variety of techniques including scanning electron microscopy,
atomic force microscopy, Uv-vis-NIR spectroscopy mediated LSPR measurements and X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS). To investigate different transduction mechanisms, the localised
surface plasmon resonance and capacitance of the biomolecule and polymer functionalized nanoarrays
was determined as a function of multiple biomolecular binding events. The LSPR and XPS capacitance
measurements clearly detected functionalization of nanoarrays and more importantly temperature-
controlled biotin-streptavidin and oligoadenine-oligothymine or biotin-streptavidin and glutathione-
glutathione S-transferase multiple biorecognition events.

As a conclusion, the outcome of this project is the generation of new nanomaterials and methods
towards development of novel and improved biosensors for applications in biomedicine, environment,
biotechnology, agriculture, defence and other relevant industries.

Keywords: nanolithography, nanodevices, nanoarrays, temperature-responsive polymers, localized

surface plasmon resonance, biochip, biosensor
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1. GIRIS
Bu projede, duyarli ve gelistiriimis biyosensér uygulamalari i¢in bilimsel ve teknolojik olarak énemli yeni
nanomalzemeler ve metotlar olusturulmasi amacglanmistir. Bu amagla; oncelikle metal ve yalitkan
tabakalardan olusan sandvi¢ benzeri nanoyapilarin desenli dizileri nanokdre litografisi ile Gretilmistir.
Nanokdre litorgrafisi, literatlirde ¢ok yaygin olarak kullanilan, basit ve ucuz bir teknik olmasi nedeniyle
nanodizilerin olusturulmasinda avantaj saglamaktadir. Olusturulan metal-yalitkan-metal nano-sandvi¢
dizileri daha sonra farkli biyolojik molekiller ve sicaklik-duyarli akilli polimerler ile iglevsellestiriimistir.
Farkl tabakalardan olugsan sandvig-benzeri nanoyapilar, farkl biyolojik baglanmalar icin genis ylzey
alana sahip alt katman gorevini Ustlenmistir. Metal ve yalitkan tabakalarin birlikte kullaniimasi biyolojik
bagdlanmalarin, plazmon rezonans ve kapasitans dlgiimlerine dayali iki farkli dénUstirict mekanizma ile
algilanmasini mimkin kilmistir. Sicaklik-duyarli polimerler, biyolojik tanima olaylarini agma-kapama
mekanizmasi ile kontrol edebilmeyi saglamistir. Biyomolekilller ve polimerler ile iglevsellestiriimis
nanodizilerin, biyomolekil baglanma olaylarinin bir fonksiyonu olarak lokalize ylizey plazmon rezonansi
ve kapasitansi belirlenmigtir. Boylece, bu projede isaretleme/etiketlemeye gerek olmadan birden fazla
biyomolekulin nicel algilanmasi amaciyla yeni malzeme ve metotlar gelistiriimesine yonelik 6nemli

bulgular toplanmistir.
2. LITERATUR OZETi

2.1 Biyosensorler

Biyosensorler biyolojik molekillerin hizli ve hassas bir sekilde algilanmasina olanak veren cihazlardir.
Biyosensor teknolojileri, biyoloji, kimya ve fizik gibi temel bilimler ile malzeme bilimi ve muhendislik
yaklasimlarinin bir arada kullaniimasini gerektiren ve son yillarda ¢ok hizli gelisim gdsteren bir alandir.
Bir biyosensdr, biyoalici ve donusturtcu olarak iki temel bilesenden olugur. Biyoalici, analiz edilecek
biyolojik molekulli segici olarak taniyan bir biyomolekildir. Donlstiricl ise biyotanima olayini bir
sinyale  doéndsturdr.  Biyosensoérler — donUstdrtculerin - galisma  prensibine  bagh  olarak
siniflandirilir:(Mandke vd. 2011) Bu siniflandirmaya goére en yaygin kullanilan ve ayni zamanda ilk glikoz
sensoru olan, elektrokimyasal donusturicli mekanizmasina sahip elektrokimyasal biyosensorlerdir(Wang
2001). Kalorimetrik biyosensorler, biyokimyasal tepkime veya biyotanima sirasinda isi degisiminin
miktarini algilayarak sinyal Uretirler(Spink ve Wads6 2006). Optik biyosensorler ise biyotanima iglemi
sonucu ortaya c¢ikan absorbans, floresans, liminesans, reflaktans, isik sacilimi veya kirilma indisi
degisimlerini Olcerek sinyale cevirirler(Fan vd. 2008; Passaro vd. 2007; Proll 2005). Piezoelektrik
biyosensorler ise piezoelektrik kristalde biyotanima olaylari sonucu kitle degisiminin 6lglimine
dayalidir(Skoog vd. 2006).

Nanomalzemelere ait birgcok &zellik biyosensér uygulamalari i¢in son derece uygun platformlar
olusturmaktadir. Ornegin, metallerden ve metal-yalitkan kompozit malzemelerden olusan nanoyapilar,
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ayni malzemelerin yigin yapilarinin sahip olmadidi essiz optik ve elektronik 6zellikler gdsterirler. Bu
nedenle bu nanoyaplilar, biyosensorler, mikroelektronikler ve optoelektronikler gibi islevsel ve yenilikgi
malzemelerin tasarimi igin énemli yapi taslaridir(Schatz vd. 2004; Xu vd. 2005). Bu tir nanoyapilarin bir
araya getirildigi diziler, yiksek ylzey alani ve yogunluk ile beraber fonksiyonel bilesenlerin gesitliligini
sagladidi igin ilgili kullanimda verim ve ¢ok yonliligu énemli élglide arttirir(Whitesides vd. 2005).

2.2 Lokalize yuzey plazmon rezonans (LSPR)

Son yirmi yilda nanoteknoloji kullanilarak gelistirilen optik biyosensdrler, biyoteknoloji, saglik, gida,
cevre, savunma alanlarinda buyik 6l¢ide kullaniimaktadir. Bu proje kapsaminda Lokalize Yizey
Plazmon Rezonans (LSPR) 6lcimlerine dayanan donusturict mekanizmasi kullanilarak biyosensorler
gelistiriimesine yonelik incelemeler yapiimistir. Soy metalik nanoparcaciklarda gelen isigin elektrik alani
kolektif elektron bulutunda titresim/salinim yaratir. Bu durumda, soy metal nanoparcaciklar yigin
kitlelerinde gézlemlenmeyen gugli bir morétesi-gorinir sogurma bandi sergilerler. Bir nanopargacik
Uzerindeki titresimden duragan dalga olusumu ve olusan sogurma bandi lokalize yuzey plazmon
rezonans! (LSPR) olarak bilinir. LSPR biyomekanik etkilesimleri algilamakta ¢ok basit ve duyarh bir

donusturicu mekanizma sergilemektedir.

LSPR, SPR ve yizey arttirimis Raman spektroskopisi (SERS) tekniklerine dayali optik sensoérler,
etiketleme/isaretleme gerektiren geleneksel sistemlerle karsilastirildiklarinda daha  kullanigli
bulunmaktadir. Son zamanlarda, LSPR spektroskopindeki gelismeler, bu teknigin biyolojik molekil
etkilesimlerini saptamada son derece hassas kullanilabilmesini saglamistir(Van Duyne vd. 2005). Van
Duyne ve grubu, LSPR ve SPR tekniklerine dayali doénlstirici mekanizmasini kullanarak metal
nanoparcgacik tabanli biyolojik sensorleri olusturan ilk gruplardan biridir. Dogal litografiyle Uretilmis
Ucgensel gimls nanopargaciklarin LSPR &lgimlerine dayall nanobiyosensér yapi taslari olarak
kullanilabilmesi yoninde ¢alismalar gerceklestiriimistir(Van Duyne ve Haynes 2001).

Bu teknigin ylksek duyarliligi, isaret kullanmadan aninda (gergcek zamanli) élgimlere olanak saglamasi,
nanoyap! substratlari kullanarak yeniden dretilebilirligi ve dusik maliyeti, bu teknigi bircok alanda
biyosensor uygulamalari icin 6ne c¢ikarmaktadir. LSPR tekniginin biyotanima olaylarini algilamasina
yonelik uygulamalariyla ilgili bir sayi arastirma rapor edilmistir. Ornegin; streptavidin(Haes ve Van Duyne
2002), concanavalin(Van Duyne vd. 2004) ve Alzheimer hastaliginin biyo-belirleyicilerinin(Klein vd.
2005) algilanmasinda kullaniimigtir. Biotin ile streptavidin arasindaki biyotanima olayinin algilandigi
LSPR tabanli biyosensdr dlgiimiine érnek Sekil 2.1’de verilmektedir. Bilindigi kadariyla, bundan énceki
tim LSPR temelli biyosensdr ¢alismalarinda tek tip metalden olusan nanopargaciklarin kullanilmigtir.
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Sekil 2.1. Biyotinlenmis gumus (Ag) nanoparcaciklarin hazirlanmasi ve streptavidin baglanmasini
gOsteren LSPR spektrumlari: (A) kimyasal modifikasyondan énce Ag nanopargaciklar, Anax=561.4 nm.
(B) kimyasal modifikasyon sonrasi, A,x=598.6 nm (C) biotin modifikasyonu sonrasli, Ayx=609.6 nm (D)
streptavidin baglanmasi sonrasi, Ana=636.6 nm (Haes ve Van Duyne 2002).

LSPR’In biyotanima olaylarinda uygulamalarinin yaninda bir¢ok arastirmaci, LSPR’Iin yalitkan
malzemeler Uzerindeki performansini incelemislerdir. Pinchuk ve arkadagslari tarafindan metalik,
yariiletkenler ve vyalitkanlarin nanopargacik konumuna goére optik o6zelliklerinin kiyaslanmasi farkl
yuksekliklerde substrat ylUzeyi Uzerinde gosterilmistir(Pinchuk vd. 2004). Van Duyne ve Kreibig ise,
substratla etkilesime bagli olarak plazmon rezonansinin kirmizi dalga boyunda kayma oldugunu ve bu
kaymanin yuzeylerin yalitkan sabitleriyle belirlendigini ortaya koymustur(Van Duyne vd. 2001). Ayrica
Van Duyne ve grubu, atomik katman aliminyum oksit kaplanmis glimiis nanopargaciklarin uzun ve kisa
aralikll LSPR’1I prob edebildigini gostermistir. Zhou ve digerleri, dogal litografi kullanarak cam substrat
Uzerinde Urettikleri nanobosluk dizilerinde sigir serum alblmini ve biyotin-streptavidin baglanmalarinin
LSPR dlgimlerini gergeklestirmistir(Zhou vd. 2010).

Sadece soy-metal nanoparcaciklar degil ayni zamanda soy-metal dielektrik nanoyapilarin LSPR
Ozellikleri, optoelektronik cihazlar ve biyomedikal sensorler gibi islevsel malzemelerin gelistiriimesinde
onemli rol oynar. Dmitriev ve digerleri, metal oksit nanosandviglerin dzellikleri ve dizaynini géstermigtir.
Bu nanosandvicler, oksit veya dielektrik katmanlar ile ayrilan iki soy metal (altin) tabaka olmak Uizere ¢
katmandan olugsmaktadir. Bu nanoyapilarin optiksel 6zellikleri LSPR ile tanimlanmistir(Dmitriev vd.
2007).
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2.3 Kapasitans

Geleneksel elektrik devrelerinde kapasitorler, elektrik yuki depolama ve dogru akimi engellerken
alternatif akimi iletme go6revi goérurler. Metal/yalitkan/metal tabakalardan olusan nanosandviglerin
nanokapasitor olarak kullaniima potansiyelleri literatiirde grubumuz tarafindan rapor edilmistir(Zareie vd.
2008). Bu galismada, aralarinda 100 nm mesafe bulunan, Au/Al,Os/Au tabakalardan olusan nanosandvig
dizileri, kapasitor o6zelligine sahip devre elemanlari olarak hazirlanmigs ve bu nanosandviglerin
kapasitansi olgliimustur (Sekil 2.2). Bu projenin amaglarindan biri, metal/yalitkan/metal dizilerinden
olusan nanosandvi¢ dizileri Uzerinde gerceklesen biyomolekiler tanima olaylarinin algilanmasinda,
kapasitans Olclimlerinin bir transdiksiyon mekanizmasi olarak kullanilip kullanilamayacaginin
arastiriimasidir. Bilindigi kadariyla, nanosandvi¢g yapilarin kapasitans Olgimleri, biyosensor
uygulamalarinda olasi bir transdiiksiyon mekanizmasi olarak literatlirde heniiz incelenmemistir.

Sekil 2.2. Nanosandviglerde yUk birikmesinin zamana kargi grafigi (Zareie vd. 2008)

2.4 Nanokiire litografisi (NSL)

Litografi teknikleri, metal-yalitkan nanoyapi dizileri Gretmek icin mikemmel araglardir. Litografi teknikleri
arasinda “nanokiire litografisi (NSL) veya dogal litografi’, 1 cm?den fazla alanda periyodik diziler
uretmeye uygun ucuz ve kolay bir tekniktir. Bu teknigin onculigini dogal litografi adini altinda
1980’lerde Deckman ve Dunsmuir(1982, 1983) yapmistir. 1990’larda ise Van Duyne ve Van
Duyne(1995) teknigi gelistirmis ve nanokire litografisi olarak yeniden adlandirmistir. NSL teknigi, opto-
elektronik(Van Duyne vd. 2005) ve biyosensorler(Van Duyne vd. 2005a, 2005b) gibi ¢esitli uygulamalar
icin nano-baslik, yari-kabuk(Halas vd. 2003; Jiang 2004) ve nanokafes(Huang ve Zhu 2007) dizileri
uretmede kullaniimigtir. Bununla birlikte, bilindigi kadariyla, NSL metallerden ve metal-yalitkan-metal’den
olusan nanosandviglerin biyosensér uygulamalari igin Uretiminde daha o6nce kullaniimamistir. NSL
teknigi elektron isin litografisi ve fotolitografi gibi diger yaygin litografi tekniklerine gbére daha basit bir
alternatif sunarak zaman ve maliyetten tasarruf saglar. NSL teknigi, metal-yalitkan-metal kompozit
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nanoyap! dizilerinin Uretiminde literatirde kullaniimistir. Bir nanokapasitor gibi ¢alisabilen nanoyapilarin
ilk orneklerinden olan metal-yalitkan-metal nanosandvi¢ yapilar literaturde daha 6nce NSL teknigi
kullanilarak dretilmis ve bu Uretilen nanokapasitorlerin elektron mikroskobunun isini ile yiklenmesi
sonucu disuk voltaj Urettigi rapor edilmistir(Zareie vd. 2008).

2.5 Sicaklik duyarl polimerler

Sicaklik-duyarli polimerler, ortam sicakhdindaki kigik degisikliklere yapisindaki buyuk fiziksel degisikler
ile tepkiler veren polimerlerdir(Minko vd. 2010). Tipik olarak bu tir polimerler kritik sicaklik degerinin
Uzerinde bir sicaklikta uyarildiginda, ¢ozeltideki polimer zincirlerinin konformasyonunda degisim ve faz
ayrismasi olur. Benzer olarak, polimer zincirleri bir ylzeye-sogurulmus veya asilanmis ise, sicaklik artigi
ile uyarilinca ylzeydeki polimer zincirleri ¢oker, ara-ytzeyi hidrofilik durumdan goérece daha az hidrofilik
bir hale getirir.

Faz donigumindn oldugu sicakhda duguk kritik ¢ozelti sicakligi (LCST) denir(Hoffman 1995). Bu
donlsim tersinirdir. Yani ortam sicakhgi, LCST'nin altina dusurildiginde zincirler dizensiz sargi
(serbest/genislemis) konformasyonlarina geri dénerler. Bu tersinir konformasyon dénustmleri defalarca
sicakligin LCST’nin altina ve Ustlne getiriimesiyle tekrarlanabilir. Polimerlerin LCST degerleri, polimerin
yapisinda hidrofilik veya hidrofobik bilesenler eklenerek genis bir sicaklik aralidinda degigtirilebilir.
Poli(N-izopropil akrilamid)(Chen ve Hoffman 1995) ve poli(etilen glikol metakrilat)(Lutz 2009) (PEGMA)
polimerleri, biyolojik uygulamalar igin uygun sicaklik araliginda (10°C ve 50°C arasinda) LCST
degerlerine sahip olmalari nedeniyle en yaygin kullanilan sicaklik duyarl polimerlerdendir. Poli(etilen
glikol) (PEG) temelli sicakhk duyarli polimerler ayrica protein itici 6zellige sahip olmalari nedeniyle
biyolojik uygulamalarda spesifik baglanmalari o6nler veya azaltir. Sicaklik duyarli polimerler
biyomalzemeler ve nanoteknoloji alanlarinda “akilli” malzemeler (retiminde yaygin olarak
kullaniimistir(Minko vd. 2010). Grubumuz, sicaklik duyarli PEG temelli molekiller kullanarak kendi
kendine organize olan tek katman (self-assembled monolayer, SAM) ile modifiye edilmis ylzeylerde
avidin-biyotin baglanmasinin sicaklik ile kontrol edilebildigini géstermistir(Zareie vd. 2008).

Proje kapsaminda sicaklik duyarli PEGMA polimerleri, tersinir katilma ayrisma zincir transfer (reversible
addition fragmentation chain transfer, RAFT) polimerizasyonu teknigi ile Uretilmigtir. Bu polimerizasyon
teknigi, kontrolli molekiler agirliklarda ve dar molekil agirlik dagihiminda, istenilen u¢ gruba sahip
polimerlerin sentezlenmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan bir yasayan/kontrolli polimerizasyon
teknigidir(Perrier vd. 2009). Projede iyi tanimlanmis SAM’lerin hazirlanmasi igin kullaniimis olan
polimerlerin Uretilmesi igin RAFT teknidi en uygun tekniktir. RAFT tekniginin polimer firgalarin(Guiquan
vd. 2009) ve polimer kapli ylzeylerin(Zhao vd. 2009) uretilmesinde son derece etkili bir teknik oldugu

kanitlanmistir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Geregler

Dietilenglikol metileter metakrilat (MEO,MA) (sayica ortalama molekil agirhdr M,= 188 g/mol) (%95) ve
oligo(etilen glikol) metil eter metakrilat (OEGMA) (sayica ortalama molekul agirhgr M,=300 g/mol) Sigma-
Aldrich’ten satin alindi ve kullanmadan &nce bir bazik aliminyum oksit kolonundan gegirilerek
inhibitorleri uzaklastirildi. 2,2 —Azobisizobutironitrii  (AIBN) Wako Kimyasal'dan satin alindi ve
kullanimdan 6nce iki defa metanolde yeniden kristallendirildi. 4-siyano-4-(tiyobenzoiltiyo)pentanoik asit
(CDTB, %97) and tris(2-karboksiyetil)fosfin hidroklorir (TCEP, %98), 2,2'-ditiyopiridin (DTDP),
dietilbromopropilfosfonat (DEBrPP, %97), (3-kloropropil)trietoksilan (CITESi, %95), trietilamin (TEA,
>%99), hekzilamin (HEA, %99), potasyum karbonat (K,CO;) Aldrich’ten satin alindi ve alindigi gibi
kullanildi. Dietileter (Sigma, >%99.7), asetonitril (Sigma-Aldrich, >%99.9), diklorometan (Sigma-Aldrich,
>%99.8), dimetilformamid (DMF, Sigma-Aldrich, >%99.9), kloroform-d (Sigma-Aldrich, >%99.8), N,N-
dimetilasetamid (DMAc, Sigma-Aldrich, HPLC grade >%99.9, Alfa Aesar HPLC grade >%99.5) alindiklari
gibi kullanildilar. 1000 nm, 500 nm, 200 nm (suda agirlikca % 10’luk ¢ozelti, Sigma) ve 400 nm (suda
agirhkca % 4’luk ¢dzelti, Interfacial Dynamics) ¢apli polistiren nanokireler stispansiyon olarak alindi. Saf
etanol, metanol, hidrojen peroksit (%30), sulfirik asit, amonyum hidroksit (%32) Merck’ten temin edildi.
Triton X-100, tuzlu fosfat tamponu (PBS, pH=7.4), streptavidin, glutatiyon, glutatiyon S-transferaz (at
karacigerinden) Sigma’dan temin edildi. EZ-Link HPDP-Biotin (%99) Pierce firmasindan satin alindi. Ug
gruplari silan ve maleimid gruplari ile fonksiyonellestiriimis poli(etilen glikol) (silan-PEGzgp0-maleimid, Mn
2000) NANOCS firmasindan satin alindi. 5’-Fosfat sonlanmis adenin dizisi (dAg) ve eslenigi olan timin
dizisi (dTg) IDT DNA firmasindan temin edildi. Silikon (Si, p-type; 100, Silicon Inc.) alindigi gibi kullanild1.
Cam alttaglar, No. 2 Fisherbrand (18 x 18 mm) lameller Fisher Scientific'ten satin alindi. Deiyonize (DlI)
su (18.2 MQcm-1) ters osmoz sistemi (Thermo Scientific) ile saflastirildi. Cr (kaph tungsten ¢ubuklar),
gumus (Ag), aliminum oxide (Al;O03) (%99.99) ve hafnium oxide (HfO;) (%99.99) Kurt J. Lesker
Sirketi'nden satin alindi. Altin (Au) (%99.99) kuyumcudan alindi.

3.2 Cihazlar

3.2.1 Lokalize ylizey plazmon rezonans (LSPR) dl¢guimleri

Nanodev Ltd. (Bilkent, Cyberpark) tarafindan imal edilmis yerli mali bir spektrometre dizenegi
kullaniimistir. Tungsten-halojen lamba ile polarize olmayan beyaz 1sik yardimi ile mikroskoba optiksel bir
sekilde baglanan fiber Ocean Optics HR2000 spektrometre ile sénimleme hesaplamalari alinmistir. Bu
calismada, butin spektrumlar standart transmisyon geometri-mod ile alinmigtir. 40X (NA=0.65) veya
100X (NA=1.25) mikroskop objektifleri kullaniimistir. Mikroskop objektifi 15131 toplarken, gecen isik 400
Mm capindaki optik fiber kabloya odaklanip, 450 nm ile 1100 nm araliginda c¢alisan spektrometreye
yoneltilmistir. Uc-1sik nokta dedektdr capi yaklasik 4 mm’dir. LSPR spektrumu dizeltici ve 1000 ms’lik
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biriktirme sureli 10 farkh noktadan alinan ortalama olgimler veri isleyici bir yazilim programi
(SpectraSuite, Ocean Optics Inc.) yardimiyla gértuntilenmistir.

3.2.2 Yiizey plazmon rezonans spektrometresi (SPRS)
Yizey plazmon rezonans (SPR) spektrokopisi élgiimleri Nanodev Ltd. (Bilkent, Cyberpark) tarafindan
imal edilmis yerli mali SPR sistemi kullanilarak gergeklestiriimistir.

3.2.3 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Topografik gorintiler oda sicaklhiginda Nanomagnetics Instrument ¢coklumod ve Nanosurf Flex Taramali
Uc¢ Mikroskobu ile havada ve tiklamali (tapping) modda alinmistir. Batun gorintu alma iglemleri degisik
tarama hizlarinda 512 x 512 veri ile elde edilmistir. Bltlnlestiriimis manivelaya sahip ve nominal yay
sabiti 42 N/m olan oksit-keskinlestiriimis silikon nitrtr tipler kullanilmigtir. Bu tipler 204 ile 497 kHz
rezonans frekansina ve 7 nm’den az efektif yaricapa sahiptir. AFM goéruntileri Scanning Probe Image
Processor (SPIP) yazihmi kullanilarak dizeltilmistir.

3.2.4 Taramali elektron mikroskobu (SEM)

SEM goérintileri 6rnek ylklenmesine bagh olarak 2-20 KV araliginda ¢alisan mercek igi ikincil-elektron
detektorlli Zeiss Ultra Plus High Resolution FE-SEM ile alinmistir. Ornekler silikon yiizeylere damlatilip
desikatérde kurumaya birakilmistir.

3.2.5 X-sini fotoelektron spektrometresi (XPS)

Kapasitans belirlemesinde gergeklestirilen XPS oOlgcimleri icin Perkin Elmer PHI 5600 ESCA sistemi
kullanildi. Bu deneyler igin, XPS’in yani sira bir osiloskop ve fonksiyon jeneratéri kullanildi. Ornekler, bir
aktarma kolu ile donatilimisg bir yik kilit bolmesi boyunca XPS haznesine yuklendi. Kuguk giris
cemberindeki taban basing 10® Torr olacak sekilde vakum uygulandi. Numuneyi UHV ana haznesine
koyduktan sonra, taban basing 5 dakika icinde 107 Torr arali§ina getirildi ve veri toplama esnasinda
sabit birakildi. Her numune icin topraklanmis numune ile bir harita taramasi yapilmistir (hi¢bir voltaj
uygulamadan). Uretilen fotoelektronlardan dolayi olusan yiizey yiiki etkisini dnlemek ve numuneyi gok
disuk enerjili elektronlarla yikamak icin akiskan tabancasi acildi. Daha sonra, numune taramalari
Uzerinde mevcut olan farkli tlrlerin spesifik enerji odaklama alani kaydedildi. C1s i¢in 265-305 eV, O1s
icin 515-550 eV, Si2p icin 80-120 eV, Au4f icin 65-105 eV. Bu taramalar sirasinda 0.1 Hz'ten 250kHz’e
kadar farkli frekanslar (6zellikle: 0.1 Hz, 150kHz, 160, 170, 180, 185, 190, 195, 200, 210, 220, 230, 240,
250 kHz) £10V’luk genlik ile kare dalga jeneratéra (SQW) kullanilarak numuneye uygulanmistir. Her bir
frekanstaki sinyal genligi osiloskop kullanilarak &lgtlmuastir (numunelere SQW jeneratér baglamadan
once). SQW jeneratéri numunelere baglamadan once, sinyal frekans ve gerilim genlik osiloskop
kullanilarak él¢ildlu ve kare dalga Ureteci ile dogru degerlere ayarlandi. Daha sonra, kablo fonksiyon
jeneratoriinden XPS haznesi (£10V uygulamak igin) Uzerinde belirli bir baglayici Uzerinden farkli
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frekanslar icin numuneye baglandi. Orneklerin degisik frekanslar ile #10V uygulanarak kapasitans
Ozellikleri gosterildikten sonra, bir RC devresi orneklerin kapasitans degerlerinin hesaplanmasi igin
kullaniimistir. Bu amagla, basit bir RC devresi fonksiyon jeneratér ve XPS girisi arasinda harici bir direng
baglayarak olusturuldu. £10V’un altinda SQW farkli frekanslardaki sinyaller ile koaksiyal kablonun bir
yani 10MQ harici direng XPS’in girisine baglandi. Kablonun diger tarafi fonksiyon jenaratériine baglandi
(akigkan tabanca agik iken). Numuneler ve fonksiyon jenerator arasina 10 MQ harici diren¢ baglayarak
+10V SQW sinyaller ve 0.1 Hz-10 kHz frekanslar uygularken XPS analizleri gerceklestirildi.

3.2.6 Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektrometresi
Sicaklik-duyarli polimerlerin kimyasal karakterizasyonu igin '"H NMR veya *P NMR (Varian As400-
400MHz) spektrometresi kullanildi.

3.2.7 Jel filtrasyon kromatografisi (GPC)

Uretilen polimerlerin molekiler agirliklari ve molekil agirlik dagilimlari 11k sagilim ve refraktif index
detektorler, ve Kromatek LCC 1150 GPC kolonu (7,8 mm x 300 mm) ile donatiimis bir Viscotek GPCmax
VE2001 sistemi kullanilarak gercgeklestirildi. Kolonlarin ve dedektdrlerin derecesi 28 °C'de sabit tutuldu.
Dimetilformamid (DMF) mobil faz olarak kullanildi. Akis hizi 0.8 ml/dk idi. Kalibrasyon icin tek standart
(polistiren, Mw= 99878, PDI=1.02) kullanildi. Molekuler adirlik hesaplamalari icin OmniSEC 4.1 yazilimi
kullanildi.

3.2.8 UV-Vis spektrometresi
Polimerin dugik kritik c¢ozelti sicakligi (LCST) Perkin-Elmer Lambda 45 Uv-vis spektrofotometre
kullanilarak karakterize edildi.

3.3.9 ICP-AES elementel analiz
Polimerlerin silan u¢ grup modifikasyonu ICP-AES atomik emisyon spektroskopisi (Varian ICP-AES
Libert Seies Il) ile analiz edildi.

3.2.10. Yuzey gelistirilmis raman spektroskopisi (SERS)

Nanodev Ltd. (Bilkent, Cyberpark) tarafindan yapilan toplama RAMAN sisteminde uyarma isik kaynagi
olarak 532 nm surekli dalga boyunda diyot-pompalanmis kati hal lazeri ve lazer kuvveti olarak 15 mW
kullaniimistir. Lazer irradiyasyonu 100 pym merkez yaricapli lazer ile birlestiriimis ve uygun ylksek
geciren, algak geciren, c¢entik filtreleri (Thorlabs) isinin yoluna yerlestiriimistir. Raman detektéri olarak
Ocean Optics’ten alinan 2048 piksel Lineer CCD tabakalara sahip HR2000 Spectrometrer kullaniimistir.
Bu spektrometrenin spektral tepkisi 0 ile 4000 cm™ araligindadir. SERS sinyalleri 40x objektif ile 180°
gerisaginim geometrisi ile biriktirme slresi her 6rnek igin 1 saniye olacak sekilde elde edilmistir. Raman
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spektrumu Ocean Optics veri yakalama yazilimi SpectraSuite ilke toplanmistir. SERS spektrumu
orneklerin tzerindeki 10 farkli noktadan oda kosullarinda dlgtlmuastir.

3.3 Yontemler

3.3.1 Sicaklik duyarh polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu

Dietilenglikol metileter metakrilat (MEO,MA) ve oligo(etilen glikol) metil eter metakrilat (OEGMA)
monomerlerinin homo- ve ko-polimerleri, RAFT polimerizasyonu ile Uretildiler. Polimerizasyonlar 65
°C’de radikal baslatici olarak AIBN, zincir transfer ajani (CTA) olarak CDTB, ¢b6zgen olarak asetonitril
kullanarak gerceklestirildi. Sekil 3.1 polimerizasyon reaksiyonunu goéstermektedir. Polimerizasyonlar
beslemede degisen [Toplam Monomer]/[CTA)/[AIBN] ve monomer oranlari kullanilarak gergeklestirildi.
Toplam monomer konsantrasyonu, tim polimerizasyonlar icin 1 M idi. Tablo 3.1 gerceklestirilen
polimerizasyonlarin deney sartlarini 6zetlemektedir. Polimerizasyon sonrasi monomer déndsim

degerleri, '"H NMR spektroskopisi ile belirlendi.

Sekil 3.1. MEO,MA and OEGMA monomerlerinin RAFT teknigi ile kopolimerizasyonu semasi.
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Tablo 3.1. MEO,MA and OEGMA monomerlerinin RAFT teknigi ile kopolimerizasyon deneylerinin

sartlari.
. Besleme Kompozisyonu Polimerizasyon
Polimer [Toplam Monomer]/ L
Kodu [CDTB]/[AIBN] (mol%) Stiresi
MEO,MA OEGMA (saat.dk)
PT-1 [20]/[1)/[0.25] 100 0 3.00
PT-2 [50]/[1)/[0.25] 100 0 2.45
PT-3 [100]/[1]/[0.25] 100 0 3.15
PT-4 [200]/[1)/[0.25] 100 0 3.45
PT-5 [20]/[1)/[0.25] 75 25 3.00
PT-6 [20]/[1)/[0.25] 75 25 3.00
PT-7 [50]/[1)/[0.25] 75 25 3.30
PT-8 [200]/[1]/[0.25] 75 25 3.30
PT-9 [20]/[1)/[0.25] 50 50 2.30
PT-10 [20]/[11/[0.25] 50 50 2.40
PT-11 [50]/[1)/[0.25] 50 50 3.30
PT-12 [200]/[1)/[0.25] 50 50 3.45
PT-13 [20]/[1)/[0.25] 25 75 2.15
PT-14 [40]/[1)/[0.25] 25 75 2.15
PT-15 [50]/[1)/[0.25] 25 75 3.30
PT-16 [200]/[1)/[0.25] 25 75 3.00
PT-17 [20]/[1)/[0.25] 0 100 2.00
PT-18 [50]/[11/[0.25] 0 100 2.40
PT-19 [30]/[1)/[0.25] 0 100 5.00
PT-20 [50]/[11/[0.25] 0 100 5.00

Uretilen kopolimerler, OEGMA igeriklerine bagli olarak, tg farkli yontem ile saflastirildi. Yilksek OEGMA
icerigine sahip kopolimerler, polimerizasyon karisiminin dietileter icinde c¢oktirilmesi ile saflastirildi.
Dusuk miktarda OEGMA iceren kopolimerler, su/eter ekstraksiyonu ile saflastirildi. OEGMA icermeyen
poli(MEO,MA) polimerleri, termal ¢oktlirme yontemi ile saflastirildi. Bu yéntemde polimerin sulu ¢ozeltisi
80 °C’ye 1sitildiktan sonra, 40 °C’de 15000 rpm’de 1 dakika sire ile santrif(j edildi. Toplanan ¢okelti ile
ayni yontem takip edilerek 10 kez ¢dzme-¢oktirme islemleri tekrarlandi. Son Urln liyofilizator ile
kurutulduktan sonra elde edildi.

Saflastirma sonrasi toplanan tiim polimerlerin safli§i, polimerizasyon derecesi ve kompozisyonu "H-NMR
spektroskopisi, molekul agirigi ve dagilimi ise jel filtrasyon kromatografisi ile belirlendi.

10
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3.3.2 Polimerlerin u¢ grup modifikasyonlari ve karakterizasyonu
Uretilen polimerler, tiyol (Sekil 3.2), fosfat (Sekil 3.3) ve silan (Sekil 3.4) fonksiyonel ug gruplara sahip
olacak sekilde modifiye edildiler.

Sekil 3.2. Kopolimerlerin tiyol ug-grup ile modifiye edilmesi reaksiyonu.

Sekil 3.3. Kopolimerlerin fosfat ug-grup ile modifiye edilmesi reaksiyonu.

11
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Sekil 3.4. Kopolimerlerin silan ug-grup ile modifiye edilmesi reaksiyonu.

Tiyol u¢ grup modifikasyonu igin izlenen yontem séyledir: Polimer, ditiyodipiridin (DTDP), hekzilamin
(HEA) ve trietilamin (TEA), sirasiyla 1/10/10/10 mol oraninda asetonitril icinde ¢ozunduler. Reaksiyon
¢cozeltisi, 30 dakika boyunca azot ile supuruldikten sonra adzi kapatilarak 3 saat karistirildi. Reaksiyon
sonrasi piridildisulfit (PDS) modifiye polimer eter ¢oktiirmesi veya su/eter ekstraksiyonu ile saflastiriidi.
Polimer 'H-NMR spektroskopisi ile analiz edildi.

Fosfonat u¢ grup modifikasyonu 2 adimli bir yéntem izlenerek gerceklestirildi. Yontem kisaca soyledir: ilk
adimda, oda sicakliginda polimer, hekzilamin (HEA) ve trietilamin (TEA), sirasiyla 1/10/10 mol oraninda
asetonitril icinde ¢oézindiler. Karisim azot atmosferi altinda 3 saat karistirilarak aminoliz reaksiyonu
gerceklestirildi. Bu reaksiyon sonrasi eter ¢oktirmesi ile elde edilen tiyol-u¢ gruplu polimer (60 mM),
asetonitril icinde potasyum karbonat (1.8 mol esdeger) varliinda dietilboromopropilfosfonat (DEBrPP)
(1.2 mol esdeger) ile 24 saat boyunca Michael-katiima reaksiyonuna sokuldu. Reaksiyon sonrasi karigim
eter icinde cokturilerek fosfonat-u¢ gruplu polimerler elde edildi. Modifiye olmus polimerlerin
karakterizasyonu 'H-NMR ve *'P-NMR spektrometreleri ile yapildi.

Silan u¢ grup modifikasyonu fosfonat modifikasyonuna benzer sekilde 2 adimli bir yontem izlenerek
gerceklestirildi. Yontem kisaca soyledir: ilk adimda, oda sicakliginda polimer, hekzilamin (HEA) ve

12
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trietilamin (TEA), sirasiyla 1/10/10 mol oraninda asetonitril icinde ¢oézinduler. Karisim azot atmosferi
altinda 3 saat karistirilarak aminoliz reaksiyonu gergeklestirildi. Bu reaksiyon sonrasi eter ¢oktirmesi ile
elde edilen tiyol-u¢ gruplu polimer (60 mM), asetonitril icinde potasyum karbonat (3 mol esdeger)
varliginda (3-kloropropil)trietoksilan (CITESi) (2 mol esdeger) ile 24 saat boyunca Michael-katiima
reaksiyonuna sokuldu. Reaksiyon sonrasi karisim eter icinde ¢okturilerek silan-ug gruplu polimerler elde
edildi. Modifiye olmus polimerlerin karakterizasyonu 'H-NMR spektrometresi ve ICP-AES elemental
analiz ile yapildi. ICP-AES igin érnekler (10 mg/ml) nitrik asit ¢dzeltisi (%2.5 v/v) ile muamele edildikten
sonra nitrik asit kor ¢ozeltisine karsi élgulda.

3.3.3 Polimerlerin sicaklik duyarh davraniglarinin belirlenmesi

Modifiye edilmis ve edilmemis polimerlerin disuk kritik ¢ézelti sicakligi (LCST) UV-vis spektrofotometre
kullanilarak belirlendi. 1 mg/ml konsantrasyonda polimerlerin su iginde c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Cozeltinin sicaklik artigi ile absorbans degisimi 3°C/dk bir 1sitma hizi ile 500 nm dalga boyunda
kaydedilmistir. Maksimum absorbansin % 10'unda gd0zlenen sicaklik degeri polimerin LCST degeri
olarak kabul edilmistir.

3.3.4 Nanosandvig¢ dizilerinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

izlenen yontem Sekil 3.5'de sematik olarak sunulmustur. ilk adimda dizilerin olusturulacag: alttaglar
hazirlandi. Bu amagla, dncelikle cam ve silikon alttaglar 65°C ‘de 30 dk piranha c¢oézeltisine (3:1, 30%
H,SO,: H,O, DIKKAT!) daldirildi. Alttaglar oda sicakliginda sogutuldu, cam alttaslar yiizeyi hidrofilik
yapmak icin DI su ile yikandi ve sonra 5:1:1 H,O:NH,OH:30% H,O, icerisinde 60 dakika ultrasonik
banyoda tutuldu. Alttaglar bol miktarda su ile yikandi ve kullanilincaya kadar su igerisinde saklandi.
Kullanim o6ncesi alttaglar azot gazi altinda kurutuldu, takiben 75°C’de etiivde 30 dakika sure ile
tutuldular.

Doénel kaplama éncesinde iyi bir istifleme igin polistiren kirelerin sulu sispansiyonu metanol i¢inde Triton
X-100 (1:400 v/v) ¢ozeltisi ile seyreltildi. Nanokire litografisi (NSL) maskelerini Gretmek icin, nanokureler
altigen siki istifli tek tabaka seklinde olusturuldu. Bunun i¢in éncelikle sispansiyon kullanilmadan dnce
ultrasonik banyoda tutuldu ve vorteks ile karistirildi. Daha sonra, sispansiyondan 10 pL alttas Gzerine
damlatildi. Nanokulrelerin boyutuna gére 2000 rpm ‘de 40 saniye(Zareie vd. 2010) veya 3-
basamak(Cheung vd. 2006) metodunda donel kaplama sistemi (Laurell) kullanilarak altigen siki istifli tek
tabaka nanokire maskesi olusturuldu.

Nanokiire maskesi tasiyan alttaslar, minimum 4 saat siire ile vakumlanmis, = 8x10° Torrluk temel
basin¢ta tutulan kaplama cihazinin vakum biriktirme haznesinde sabitlestirildi. Tek Au tabakasi ve Au /
Al, O3 / Au c¢okkatmanli yapilar Au icin NANOVAK termal buharlastirici ve Al,O; (Alumina) icin RF
magnetron sacilim kullanilarak nanokiire maske Uzerine biriktirildi. Au / HfO,/ Au, HfO, (Hafniyum Oksit)

13
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¢okkatmanl yapilar hazirlamak icin sagilim 20 mTorr basingta Ar akisi varliginda gergeklestirilirken,
sadece RF magnetron sagilim sistemiyle donanimli Vaksis birikim haznesinde ¢okturaldi. Birikim hizi ve
film kalinligi kuartz kristalli mikro terazi ile izlendi. Her tabakanin kalinhd 20 ile 50 nm arasinda
degistirildi. Metal birikiminden sonra, nanokulreleri kaldirmak i¢in her drnek kaplanan metalin kalinligina
gore 2 ila 5 dakika arasinda ultrasonik banyoya yerlestiriimis diklorometan ¢ézeltisi iginde tutuldu. Daha
sonra Ornekler diklorometan ile ylkanarak azot gazi altinda kurutuldular. Sonugta olusturulan
nanosandvig dizileri, XPS, AFM ve SEM ile karakterize edildi.

Sekil 3.5. Nanokdure litografisi (NSL) ile nanosandvig dizileri hazirlama yonteminin sematik gosterimi. (A)
polistiren tanelerin dénel kaplamasi, (B) metallerin birikimi, (C) kaldirma, (D) tek altigen nanosandvi¢

dizisi

3.3.5 Nanosandvig¢ dizilerinin polimerler ve biyolojik molekiiller ile iglevsellestiriimesi

Nanodiziler dncelikle kontrol amacgl sadece Uretilen polimerler ile islevsellestiriimistir. Bu deneylerde
izlenen ydntem soyledir: Sadece tek katman igceren nanodiziler (sadece Au, Al,O3; veya HfO, katmani)
veya Au / Al,O3 / Au ve Au / HfO, / Au nanosandvig dizilerin éncelikle ara katmanlari (Al,O3; ve HfO,), ilgili
uc gruba sahip polimer ile 24-48 saat inkiibe edildi. Au, Al,O3; ve HfO, katmanlarinin iglevsellestiriimesi
icin sirasiyla, tiyol, fosfonat ve silan ug gruplu polimerler kullanildi. Tiyol ve fosfonat ug¢ gruplu polimerler
(0.01 mM) etanol icinde ylzey ile inkibe edilirken, silan u¢ gruplu polimer (0.5 mM) %3 DI su igeren
etanol icinde yiizey ile inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, yiizeyler etanol ile defalarca yikandi ve azot
akisi ile kurutuldu. Nanosandvi¢ dizilerinin dis Au katmanlarinin iglevsellestiriimesi icin ara katmani
polimerler ile baglanmis ylzeyler etanol icinde tiyol uggruplu polimer (0.01 mM) ile 24-48 saat stiresince
inkibe edildi. Sonugta elde edilen yuzeyler etanol ile yikanip azot akigi altinda kurutuldular. Batin
deneyler havasiz ortam kabininde gerceklestirildi. islevsellestirme islemleri her bir katmanin
modifikasyonundan sonra AFM, XPS, LSPR ve/veya SPR analizleri ile dogrulandi.

Bir sonraki adimda nanosandvig dizileri, polimer ve ilgili biyolojik molekullerin karigimi ile iglevsellestirildi.
Bu amagla, Au / AlLbO; / Au veya Au / HfO, / Au nanokatmanl diziler, dncelikle ara katmanlarinin
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modifikasyonu icin (Al,O; ve HfO, katmani), sirasiyla fosfonat u¢ gruplu polimer ve oligo(adenin) (dAs)
veya silan ug¢ gruplu polimer ve silan-PEGyy-maleimid karigsimi (toplam konsantrasyon= 0.1 mM,;
polimer:dA veya polimer:PEG mol orani= 9:1) ile 24 saat sire ile inkiibe edildi. Al,O3; modifikasyonu igin
DI su, HfO, modifikasyonu icin hacimce %3 su iceren etanol ¢dzeltisi dagitici ortam olarak kullanildi.
inkiibasyon sonrasi ylizeyler etanol veya soduk su ile yikandilar. HfO, katman iceren yiizey, baglanmis
PEG-maleimid molekillerine glutatiyon baglanmasi amaciyla, fosfat tampon (pH 7.4) icinde, glutatiyon
(0.1 mM) ve TCEP (1 mM) ile 5 saat boyunca azot atmosferi altinda reaksiyona sokuldu. Bunu takiben
cozeltiye esdeder miktarda TCEP eklenip, ¢dzelti azot ile tekrar stupurildu. Ertesi gun yizey DI su ile
yikandi. ikinci adimda, ara katmanlari islevsellestiriimis ylzeylerin Au katmanlari, tiyol ug gruplu polimer
ve EZ-Link HPDP-biotin karigimi (toplam konsantrasyon= 0.1 mM; polimer:biotin mol orani= 9:1) ile 24
saat sire inkiibe edilerek modifiye edildi. inkiibasyon sonrasi yiizeyler etanol ile yikandi ve kurutuldu.
islevsellestirme islemleri her bir katmanin modifikasyonundan sonra XPS, LSPR ve/veya SPR analizleri
ile dogrulandi.

Ayrica kontrol deneylerinde yukarida verilen yontemler takip edilerek, tek katman igceren nanodizilere
(sadece Au, AlL,O; veya HfO, katmani); (1) biyomolekillerin (EZ-Link HPDP-biotin; dAs; silan-PEG-
maleimid ve glutatiyon) secici olan ve olmayan baglanmalari; ve (2) tiyol, fosfonat ve silan u¢ gruplu
polimerlerin segici olmayan bagdlanmalari gbzlenmeye calisildi. Spesifik baglanmalar ve spesifik olmayan
baglanmalarin olup olmadigi, Au ylzeylerde SPR ve/veya LSPR; Al,O; ve HfO, yiizeylerde ise SERS
ve/veya XPS ile karakterize edildi.

3.3.6 Biyomolekiil tanima olaylarinin LSPR ve XPS kapasitans ol¢imleri ile belirlenmesi

Oncelikle polimer ve biyomolekiiller (biotin, dAg veya glutatiyon) ile islevsellestirilmis tek katman yiizeyler
veya nanosandvig yuzeylerin sadece tek katmanlari kullanilarak biyomolekul tanima olaylari dlgulda. Bu
deneylerde PBS icinde ylzeyler, kullanilan polimerin LCST degerinin 5-6 °C (izerinde bir sicakliga
ulasacak sekilde isitildilar. Daha sonra, ayni sicaklik degerine 1sitilmig ligand ¢dzeltisi (streptavidin, dTs
veya glutatiyon S-transferaz) (2 uM, PBS icinde) 30 dakika suresince ylzeyler ile inklibe edildi. Ylzeyler
biyobaglanma olayi éncesi ve sonrasi LSPR ve/veya XPS kapasitans dl¢iimleri ile analiz edildi.

Sonraki adimda iglevsellestiriimis Au / Al,O3; / Au nanokatmanl dizilere sahip ylzeyler, PBS iginde, ara
katman modifikasyonu igin kullanilan polimerin LCST degerinin 5-6 °C Uzerinde bir sicakliga ulasacak
sekilde isitildilar. Ayni sicaklik degerine 1sitilmis ligand ¢Ozeltisi (streptavidin veya dTg veya her ikisinin
karisimi) (2 uM, PBS icinde) eklenerek, 30 dakika slresince ylzeyler ile inkiibe edildi. Yizeyler PBS ile
yikandiktan sonra LSPR ile dlcimleri alindi. Bu iglemi takiben yuzeyler Au katmani modifikasyonu igin
kullanilan tiyol u¢ gruplu polimerin LCST degerinin 5-6 °C Uzerinde bir sicakliga ulasacak sekilde
isitildilar. Daha sonra ayni sicaklikta ikinci ligand g¢ozeltisi (streptavidin veya dTg veya her ikisinin
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karisimi) (2 uM, PBS iginde) ile 30 dakika slresince inkiibe edildiler. Son olarak ylzeyler PBS ile
yikandiktan sonra LSPR ile analiz edildiler.

islevsellestirilmis Au / HfO, / Au nanokatmanli dizilere sahip ylizeylerde biyotanima olaylari yukaridaki
yontemlerin aynisi takip edilerek incelendi. Ancak bu durumda dTg yerine glutatiyon S-transferaz ligand
olarak kullanildi.

Kontrol deneylerinde yukarida verilen yontemler takip edilerek, nanosandvi¢ dizilere ligandlarin segici
olmadan baglanip baglanmadiklari ayrica kontrol edildi. Bu deneylerde, ilgili biyomolekill icermeyen
ylzeyler yukarida verilen yontem takip edilerek ligandlar ile inkiibe edildiler. Ornegin dAg icermeyen Au /
Al,O3z / Au nanokatmanl ylzey, uygun isitma rejimi altinda dTg ile inkiibe edilerek LSPR ile spesifik
olmayan baglanmalarin olup olmadigi test edildi.

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 U¢ grup fonksiyonel sicaklik duyarl polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu

Oncelikle degisen sicakliklarda agma-kapama mekanizmasina sahip sicaklik duyarli polimerlerin sentezi
igin, 5 farkli besleme kompozisyonu kullanilarak 4 farkli polimerlesme derecesi (DP) (DF=10, DF=20,
DP=30, DF=5) hedeflenerek bir seri iyi-tanimlanmis polimerin sentezi RAFT polimerizasyonuyla
gerceklestirildi. Tablo 4.1, bu polimerizasyonlar sonucu sentezlenen kopolimerlerin 6zelliklerini
gOstermektedir. Tablodan gorilecege lizere, degisen molekil agirliklarda, dar molekil agirlik dagihimina
(<1.2) ve degisen kompozisyona sahip iyi-tanimlanmis kopolimerler dretilmigtir. YUzeylerin
modifikasyonunda sterik engellemeler nedeniyle sorun yasanmamasi icin 6zellikle 10000 g/mol
agirhginin altinda kalacak sekilde kisa polimerler Gretilmistir. Kopolimerlerin u¢ grup modifikasyonu
oncesi LSCT degerleri olctimustir. Beklendigi gibi kopolimerlerin OEGMA igerigi arttikca LCST degerleri
artmistir. OEGMA, hidrofilik bir monomer oldugu icin, kopolimerin OEGMA igeridi arttikga kopolimer daha
hidrofiliklesir ve su iginde ¢dkmesi zorlasir. Bu durum LCST’nin yikselmesine neden olur. Tablodan
gorilecege Uzere 20°C ile 70°C arasinda genis bir sicaklik araliginda faz degistirme 6zelligine sahip
kopolimerler degisen molekil agirliklarda basariyla uretilmistir.

Bir sonraki adimda, kopolimerlerin ®@-zincir ucunda bulunan RAFT gruplari, ydontem kisminda ayrintili bir
sekilde anlatildigi gibi piridildisilfit (PDS) korumali tiyol, fosfonat veya trietoksisilan fonksiyonel
gruplarina cevrildi. PDS ug grup modifikasyonu 'H NMR ile dogrulandi. Sekil 4.1’de verilen '"H NMR
spektrumunda polimerin RAFT u¢ grubunun PDS ile degistigi acik bir sekilde gézlenmektedir. RAFT ug
grubunun 7.4, 7.5 ve 7.9 ppm’de olan fenil proton kaymalari, u¢ grup modifikasyonu sonrasi kaybolmus
ve PDS grubunun proton kaymalari agikga gérulmustar.
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Kopolimerlerin RAFT ug¢ grubu ayrica, Al,O; ylzeylere baglandigi bilinen fosfonat grubu ile modifiye
edildi. Bu amagla kopolimerlerin, aminoliz reaksiyonu ile RAFT ug gruplari tiyole ¢evrildi. Bunu takiben
tiyol u¢ gruplu polimerler dietil bromopropil fosfonat (DEBrPP) ile reaksiyona sokuldu. U¢ grubun fosfonat
ile modifikasyonu 'H NMR ve *'P NMR spektroskopisi ile dogrulandi. Sekil 4.2 PT-1 kodlu (Tablo 4.1)
kopolimerin fosfonat modifikasyonu dncesi ve sonrasi "H-NMR spektrumlarini géstermektedir. RAFT ug
grubunun uzaklagtigr 7.3-7.9 ppm arasindaki sinyallerin kaybolmasiyla acgikca gozlenmigtir. Ayni
kopolimerin modifikasyon sonrasi *'P NMR spektrumu Sekil 4.3'de verilmistir. Ayni sekilde modifikasyon
ajani DEBrPP’nin spektrumu da verilmektedir. DEBrPP’nin 30.4’de tek bir karakteristik *'P sinyali vardir.
Aminoliz olmus tiyol u¢c gruplu polimer ile DEBrPP’nin tiyol-brom reaksiyonu sonrasi saflastiriimis
kopolimerin *'P NMR spektrumunda 31.0 ppm’de tek bir pike rastianmistir. Bu bulgu kopolimerin RAFT
uc grubunun fosfonat grubu ile basariyla modifiye oldugunu ispatlamistir.

Kopolimerlerin RAFT u¢ grubu son olarak, HfO, ylzeylere baglandigi bilinen trietoksisilan grubu ile
modifiye edildi. Bu amagla fosfonat grubu modifikasyonuna benzer bir sentetik yol izlendi:
Kopolimerlerin, 6nce aminoliz reaksiyonu ile RAFT ug gruplari tiyole ¢evrildi. Bunu takiben tiyol ug gruplu
polimerler, (3-kloropropil)trietoksilan (CITESI) ile tiyol-klor katilma reaksiyonuna sokuldu. U¢ grubun silan
ile modifikasyonu 'H NMR spektroskopisi ve elementel analiz ile dogrulandi. Sekil 4.4 PT-1 kodlu (Tablo
4.1) kopolimerin silan modifikasyonu ve saflastirma sonrasi alinmis 'H NMR spektrumunu
gOstermektedir. RAFT ug¢ grubunun uzaklastigi 7.3-7.9 ppm arasindaki sinyallerin kaybolmasiyla
g6zlenmistir. Ayrica ayni spektrumda modifiye olmus kopolimerin saf oldugu ve uzaklastirimamis CITESI
bileseninin olmadi§i gézlenmistir. Ornek, daha sonra ICP-AES elementel analiz ile de incelenmistir. Bu
analiz sonucu 6rnegin yaklasik %80 (molce) Si icerdigi ortaya ¢cikmistir. Genel olarak polimerin molekl
agirigina bagh olarak Si modifikasyonun molce %20 ile 80 arasinda degistigi bulunmustur. Molekdl
agirlik arttikga modifikasyon derecesi azalmistir. Silan ile modifiye edilmis polimerlerin °Si NMR
spektroskopisi ile analizinin de yapilmaya c¢alisildigi, ancak polimer érneklerinin genel olarak sinyallerinin
az olmasi ve buna bagh olarak ¢ok miktarda 6rnede ihtiyag duyulmasi nedeniyle analizlerden sonug
alinamadigi not edilmelidir. Sonug olarak, Uretilen kopolimerlerin u¢ grup modifikasyonlari igin yéntemler
basariyla oturtulmustur.
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Tablo 4.1. Calismada sentezlenen kopolimerlerin NMR ve GPC ile elde edilmis sayica ortalama molekul agirliklari (Monwr V€ Magpe), polimerlesme
dereceleri (DP), molekul agirlik dagilimlari (PDI), kompozisyonlari, ve u¢ grup modifikasyonu éncesi ve sonrasi LCST degerleri. DP ve kompozisyon
saflastiriimis kopolimerlerin '"H NMR analizlerinden elde edilmistir.

Kopolimer Kompozisyonu
(mol%) LCST (°C)

Ornek Modifikasyon Fosfonat Ug Silan Ug
Kodu Mnyur DP Mngpc PDI MEO,MA OEGMA Oncesi Tiyol Ug Gruplu Gruplu Gruplu

PT-1 2.3K 11 2.4K 1.15 100% 0% <14.0 34.9+0.6 35.5+£0.5 48.4+0.7
PT-2 3.6K 18 3.2K 1.14 100% 0% 22.440.2 38.1+0.6 35.6+0.8 51.0£0.6
PT-3 5.8K 29 4.4K 1.22 100% 0% 25.840.2 35.840.2 32.8+0.4 44.940.3
PT-4 9.7K 53 8.6K 1.18 100% 0% 30.9+0.9 31.6£0.3 31.1£0.7 39.31#0.2
PT-5 2.4K 10 2.0K 1.20 77% 23% 19.31£0.8 58.8+0.7 53.0+1.4 Olglilmedi
PT-6 4.3K 19 3.2K 1.08 74% 26% 42.840.8 51.5+0.5 49.1+0.4 61.7£0.8
PT-7 6.1K 27 4.7K 1.08 75% 25% 47.5+0.5 51.440.3 51.5+0.1 62.1+0.7
PT-8 11.7K 53 9.6K 1.21 75% 25% 46.31£0.2 47.5+0.5 47.2+0.1 55.1+0.5
PT-9 3.4K 12 2.9K 1.08 51% 49% 51.1%£1.0 60.3+£0.7 61.4£0.9 Olglilmedi
PT-10 4.9K 19 3.4K 1.14 50% 50% 54.7+0.6 65.31£0.6 62.2+0.2 Olclilmedi
PT-11 7.5K 29 4.9K 1.18 51% 49% 57.2+0.2 59.6+0.8 61.5+0.5 Olglilmedi
PT-12 13.7K 55 10.3K 1.29 51% 49% 56.7+0.6 56.9+0.7 57.7£0.5 Olglilmedi
PT-13 3.2K 11 2.6K 1.09 25% 75% 57.0£0.7 Olglilmedi Olglilmedi Olglilmedi
PT-14 4.9K 17 3.0K 1.15 25% 75% 64.7+0.3 Olclilmedi Olglilmedi Olclilmedi
PT-15 8.2K 29 5.2K 1.23 25% 75% 66.4+0.2 Olglilmedi Olglilmedi Olglilmedi
PT-16 13.0K 47 9.0K 1.21 26% 74% 68.31£0.3 Olglilmedi Olglilmedi Olglilmedi
PT-17 3.3K 10 2.2K 1.20 0% 100% 66.5+0.5 76.0£1.6 Olglilmedi Olclilmedi
PT-18 5.6K 18 3.5K 1.15 0% 100% 72.8+0.6 81.0£0.9 Olglilmedi Olclilmedi
PT-19 8.7K 28 6.0K 1.17 0% 100% 73.7+£0.3 75.0+0.4 Olglilmedi Olglilmedi
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Sekil 4.1. PT-1 kodlu kopolimerin (Tablo 4.1) PDS modifikasyonu dncesi (alt) ve sonrasi (Ust)
'H NMR spektrumlari.

Sekil 4.2. PT-1 kodlu kopolimerin (Tablo 4.1) DEBrPP modifikasyonu 6ncesi (alt) ve sonrasi
(Ust), ve DEBrPP bilesiginin (en tist) '"H NMR spektrumlari.
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Sekil 4.3. PT-1 kodlu kopolimerin (Tablo 4.1) DEBrPP ile modifikasyonu ve saflastirma
sonrasi >'P NMR spektrumu. icteki spektrum DEBrPP bilesigine aittir.

Sekil 4.4. Ust spektrum: CITESi bilesiginin '"H NMR spektrumu; Alt spektrum: PT-1 kodlu
kopolimerin (Tablo 4.1) CITESi ile modifikasyonu ve saflastirma sonrasi alinan '"H NMR
spektrumu.
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Uretilen sicaklik duyarli polimerlerin u¢ grup modifikasyonlari éncesi ve sonrasi sicaklik duyarli
davraniglari UV-vis spektrometresi ile 500 nm’de incelenmigtir. Polimer ¢ozeltisinin (1 mg/ml) maksimum
absorbansinin % 10'unda gozlenen sicaklk degeri polimerin LCST degeri olarak kabul edilmistir. Her bir
Olcim en az 2 kere tekrarlanip, élgiimlerin ortalamasi rapor edilmigtir. Polimer zincirleri, LCST degerinin
altinda bir sicaklik degerinde genislemis halde rasgele sargi konformasyonundadirlar. Sicaklik LCST
degerine ulastiginda, polimer zincirleri ice gbégerek yogun globular konformasyona gecerler. Bu faz
degisimi, polimer ¢ozeltisinin bulanikliinda artisa sebep olur. LCST degerinin Ustlindeki sicakliklarda
polimer ¢ozeltisinin absorbansi 6nemli sekilde keskin bir artis gdsterir. Bu davranig, Sekil 4.5'de agikga
goOrulmektedir. Tablo 4.1’de Uretilen kopolimerlerin u¢ grup modifikasyonu Oncesi ve sonrasi LCST
degerleri verilmigtir. Tablodan gérilecedi Uzere, disik molekil agirliga sahip kopolimerlerde u¢ grup
modifikasyonu LCST degerlerinde onemli dedisikliklere sebep olurken, molekil agirlik arttikca ug
gruptaki degisikliklerin LCST Uzerine etkisi azalmigtir. U¢ grubun hidrofilik veya hidrofobik yapisindaki
degisiklik, polimer zincirinin uzunlugu arttikga polimerin toplam hidrofilikligine etki géstermemektedir.
Polimerlesme derecesi (DP) yaklasik 10 olan dusik molekdl agirhiga sahip polimerlerde RAFT ug
grubunun daha hidrofilik yapida olan PDS grubuyla yerdegistirmesi sonucu polimerlerin LCST degerleri
yaklasik 20°C, DP degeri yaklasik 20 olan polimerlerde LCST degerleri yaklasik 15°C, DP degeri 30 olan
polimerlerde yaklasik 10°C artis gosterirken, DP degeri 50 olan polimerlerde degisiklik gézlenmemistir.
Fosfonat ve trietoksisilan grubu modifikasyonlari benzer sekilde LCST degerlerini etkilemistir. Ancak
PDS grubuna goére fosfonat u¢ grubuna sahip polimerlerin LCST degerleri, DP’nin 50'den daha az
oldugu durumlarda, polimerin molekil agirligr ve kompozisyonuna bagli olarak 0 ila 5 °C arasinda daha
disuk bulunmustur. Trietoksisilan gruplari ise, polimerlerin DP degerlerine bagh olarak, PDS ug¢ grubuna
gore 6 ila 14 °C LCST'de artisa sebep oldugu gdzlenmistir. Silan grubunun hidrofobik karakterine karsilik
trietoksi gruplarinin gugli hidrofilik karakteri nedeniyle LCST’deki artisin oldugu disinilmektedir. Sonug
olarak LCST degerleri yaklasik 31 ila 65 °C arasinda degisen, farkli molekul agirliklarda, PDS korumali
tiyol, fosfonat ve trietoksisilan fonksiyonel sicaklik duyarl polimerler basariyla Gretilmistir.
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Sekil 4.5. RAFT, PDS, fosfonat ve trietoksisilan u¢ gruplarina sahip PT-3 kodlu kopolimerin
(Tablo 4.1) sicaklik duyarli davraniglari.

4.2 Nanosandyvig¢ dizilerinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Nanopargacik (tek katmanlh) ve nanosandvi¢ (li¢ katmanl) dizileri ydéntem kisminda ayrintili
sekilde anlatildigi gibi nanokure litografisi (NSL) kullanilarak hazirlanmigtir. NSL, 200-1000
nm araliginda ¢apa sahip polistiren (PS) kureler kullanilarak gerceklestirilmistir. Altigenler
olusturarak siki sekilde ylzeyde istiflenmis olan PS klreler, metal ve yalitkanlarin (Au, Al,O3
ve HfO,) ylzeyde birikmesi igin bir maske olarak kullaniimistir. Buhar biriktirme teknikleri
kullanilarak maske tzerine kaplanmis metal ve yalitkan malzeme, altigen siki istifler seklinde
ylzeyi kaplamis PS kirelerin aralarinda kalan tggen bosluklarin Gzerini de kaplar. PS
nanokurelerin yuzeyden kaldiriimasi sonucu 200 nm ile 400 nm arasinda boyutlari degisen
ucgen nanoyapilarin dizileri olusturulmustur. Sekil 4.6A ve B, PS nanokirelerin kaldirma
isleminden 6nce ve sonra hazirlanan Au kapli yluzeylerin SEM ve AFM mikrograflarini
gOstermektedir. AFM ile alinan ¢izgi profile PS nanokirelerin boyutlarini 500 nm olarak
gOstermistir. Nanokureleri kaldirma igleminden sonra AFM gdruntisi c¢izgi profili, Ug¢gen
nanoyapilarin birikme islemi boyunca bir kuartz kristal mikrobalans yardimiyla élgtilen 50 nm
kalinlikta Au tabakasiyla uyumlu sekilde yaklagik 50 nm yukseklikte tabakanin varligini
gOstermistir (cizgi profilleri gosterilmemistir). Sekil 4.6D, silikon alttas Ustlinde olusturulmus
Au tek tabaka nanopargacik dizisinin AFM gorintisini géstermektedir. Yizeyde olusan
nanopargacik kalinhgina (yuksekligine) gére LSPR maksimum dalga boyu (Ayax) degisimi,
Sekil 4.6C’deki LSPR spektrumlarinin kiyaslanmasi ile agiklanabilir. Ayni sekil ve cap
degerleriyle fakat 50, 30 ve 20 nm gibi farkh kalinliklara sahip (ggen nanoparcaciklarin
spektrumlari sirasiyla 739,1 nm (Sekil 4.6C, 1 no’lu pik), 764.0 nm (Sekil 4.6C, 2 no’lu pik) ve
794, 7 nm’lik (Sekil 4.6C, 3 no’lu pik) LSPR Ayax degerleriyle kirmizi bir kayma gdstermistir.
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Beklendigi gibi, nanopargaciklarin kalinhgi (ylksekligi) azaldikga, LSPR kayma artmistir. Bu

kayma dusik yukseklikteki nanoparcaciklarin elektromanyetik alanlarinin buyukligundeki

artis nedeniyledir.

Au tek katman nanopargacik dizileri ile Au / Al,O3; / Au U¢ katman nanosandvig dizilerinin
karsilastirlmasi amaciyla alinmigs AFM géruntileri Sekil 4.7 A ve B’de verilmektedir. AFM
goruntilerinde farklh katmanlarin olusumu acgikga gozlenmistir. Benzer sekilde Au tek katman
nanoparc¢acik dizileri ile Au / Al,O3 / Au ve Au / HfO, / Au U¢ katman nanosandvi¢ dizilerinin
LSPR spektrumlari, sirasiyla, Sekil 4.7 C ve D’de verilmektedir. Gorillecegi Uizere tek katman
nanoyapllar ile ¢ok katman nanoyapilar karsilastirildiinda LSPR spektrumlarinda kirmizi
kayma go6zlenmistir. Ayrica 6zdes sekil ve capa sahip olmalarina ragmen, nanoyapilarin
bilesiminden ve katman kalinliklarindan kaynaklanan tepe olusumlari gdézlenmistir.
Nanoyapilarin ylksekligi azaldiginda, beklenildigi gibi, gelen 1s1§in absorpsiyonuna goére
sonimleme azalir. Sekil 4.7D’de 20 nm Au/ 20 nm HfO,/ 20 nm Au nanosandvigler ile tek
katmanli Au nanodotlarinin kiyaslamasinin LSPR A« degerini gostermektedir. Tek katmanli
50 nm Au nanodotlarin LSPR Anax degeri 712 nm iken, 20 nm Au/ 20 nm HfO2/ 20 nm Au
nanosandviclerin LSPR Anac degeri 898 nm’yi géstermektedir. Bu kaymalar, daha biylk
olanlara kiyasla daha az yikseklikteki nanopargaciklarin elektromanyetik alanlarinin yiksek
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ek olarak, ylizeydeki kirilma indisinin degisimi ve buna
direkt olarak bagll olan dielektrik sabitleri arasindaki fark orta katmanlari sirasiyla HfO, ve
Al,O3 olan 6érneklerdeki kirmiziya kayma miktarlari arasindaki farka neden olmaktadir. Kirilma
indisinde artma oldugu zaman elektronlarin salinim frekansinda azalma olur ve LSPR Anax
degerinde kirmiziya kayma gorilmesine neden olur. Dolayisyla, beklendigi gibi dielektrik
sabiti Al,Oz’e gdre 4-5 kat buylk olan HfO,'nin LSPR Ao« dederi Al,Os’ninkine gére daha
yuksektir.

Son olarak kontrol deneyi olarak, nanokire litografisinde PS nanokirelerin ¢aplarinin olusan
nanodizilerin LSPR kaymalarina etkileri belirlendi. Bu amacla gimus (Ag) tek katman
nanoparcgacik dizileri, 0.5 veya 1 um c¢apa sahip PS nanokireler kullanilarak gergeklestirilen
litografi ile hazirlandi. Sekil 4.8, hazirlanan nanoparcacik dizilerinin LSPR spektrumlarini
gOstermektedir. Gorllecedi Uzere, NSL maskesinde nanokirelerin g¢apinin blyimesi,
dizilerin UV-vis absorpsiyonunu kirmizi 6tesi bdlgeye dogru kaydirmistir. Maskeyi olusturan
nanoklre boyutu buyldikge, dizide olusan Gg¢gen nanoparcaciklarin boyutlari blyir. Bu da
LSPR kaymasini daha yuksek dalga boyuna kaydirir.
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Sekil 4.6. (A) 500 nm capinda polistiren kirelerin altigen siki istif dizisinin SEM goérintisu.
Panel A'nin icindeki ek gorintd, 1.5x1.5 ym tarama alani ile yiksek ¢6zunurlikte AFM
gOruntasidir. (B) Nanopargacik dizilerin SEM goérintisid. Panel B’nin igindeki ek gorinti
800x800 nm'deki yiksek c¢ozundrliokte AFM goruntusdddr. (C) Cam Uzerinde Au
nanoparcgacik dizilerinin LSPR kayma spektrumlari. Spektrumlar, 200 £ 5 nm sabit ¢aph ve
degisen kalinliklarda nanopargaciklara aittir (1) 50 nm, Ana= 739,1 nm; (2) 30 nm, A=
763,9 nm; (3 ) 20 nm, Apnax= 794,7 nm. (D) Silikon alttas Ustiinde olusturulmus Au tek tabaka
nanoparg¢acik dizisinin 700x700 nm'deki yiksek ¢ozindrlikte AFM goruntisa.
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Sekil 4.7. Silikon alttas Ustlinde olugturulmus (A) Au tek tabaka nanopargacik dizisinin ve (B)
Au / Al,O3/ Au nanosandvig dizisinin AFM géruntuleri; (C) Cam Uzerinde olusturulmus (a) 50
nm Au nanopargacik dizisi, Anax= 700 nm ve (b) 20 nm Au/ 20 nm Al,0s/ 20 nm Au
nanosandvi¢ dizisi, Anax= 835 nm. D) Cam lzerinde olusturulmus (a) 50 nm Au nanopargacik
dizisi, Amax= 712 nm ve (b) 20 nm Au/ 20 nm HfOy/ 20 nm Au nanosandvig dizisi, Amax= 898
nm.
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Sekil 4.8. Cam Ustiinde olusturulmus Ag tek tabaka nanopargacik dizisinin NSL’de kullanilan
PS mikroklre capina goére LSPR spektrumlari: (A) 0.5 pm PS; Anax= 569 nm. (B) 1 ym PS
Amax= 880 nm.

Ozetle, NSL kullanilarak, tek katman nanopargacik ve metal / yalitkan/ metal (¢ katman
nanosandvi¢ dizileri kontrolli kalinhk, sekil ve blyuklik ile basariyla farkli alttaglar (izerinde

hazirlanmigtir.

4.3 Nanosandyvig¢ dizilerinin polimerler ile islevsellestiriimesi

Sekil 4.9A, Au / Al,O3/ Au nanosandvig dizilerinin Au katmaninin tiyol u¢ gruplu polimer (PT-
2 kodlu, tiyol uclu, Tablo 4.1, LCST: 38.1°C, MnGPC: 3.2 kg/mol) ile modifikasyonunu
sematik olarak gostermektedir. Modifikasyon 6ncesi ve sonrasi AFM gorintleri, sirasiyla,
Sekil 4.9B ve C’de verilmektedir. Modifikasyon 6ncesi nanosandviglerin ortalama yuksekligi,
¢izgi profil analizinden 55 nm olarak dl¢iimustir. Dikkat ¢ekici sekilde modifikasyon 6ncesi
nanosandvic dizilerininin gevresinde halkalar gérunmektedir. Bunlarin Gg¢gen dizilerinin orta
katmaninda bulunan Al,O; tabakasinin emisyonu nedeniyle oldugu distiniimektedir. Tiyol ug
gruplu polimerin modifikasyonundan sonra nanosandviglerin ortalama yiksekligi 58 nm
olarak olctlmustir. Modifikasyon dncesi ve sonrasi yikseklik farki polimer baglanmasina
atfedilmistir. Polimer baglanmasi sonucu Ug¢genler daha yuvarlak bir sekil almiglardir. Sekil
4.9D’'de modifikasyon sonrasi nanosandvi¢ dizilerinin LSPR kaymasi gdsteriimektedir.
Modifikasyon dncesi Amax 832.24 nm iken modifikasyon sonrasi 849.66 nm olmustur. 17.42
nm’lik kirmizi kayma yulzeye polimerin baglandigini ispatlamaktadir.
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Sekil 4.9. (A) 20 nm Au / 20 nm Al,O3/ 20 nm Au nanosandvi¢ dizilerinin Au katmaninin tiyol
ug gruplu polimer (PT-2, tiyol ucglu, Tablo 4.1) ile modifikasyonunun sematik gosterimi. (B)
Modifikasyon 6ncesi ve (C) sonrasi silikon Ustiinde hazirlanmis nanodizilerin tiklamali modda
AFM ile alinmis gorintileri. ic goruntiler 1.5 ym x 1.5 ym ¢odzindrlikladir. (D) Cam
Uzerinde hazirlanmis nanodizilerin modifikasyon (a) dncesi (Amax= 832.24 nm) ve (b) sonrasi
(Amax= 849.66 nm) LSPR kaymalari.

Sekil 4.10A, Au / Al,O3; / Au nanosandvi¢ dizilerinin Al,O3; katmaninin fosfonat ug gruplu
polimer (PT-2 kodlu, fosfonat uclu, Tablo 4.1, LCST: 35.6°C, MnGPC: 3.2 kg/mol) ile
modifikasyonunu sematik olarak géstermektedir. Modifikasyon 6ncesi ve sonrasi AFM
goéruntileri, sirasiyla, Sekil 4.10B ve C’de verilmektedir. Goruntiler, Sekil 4.9'da
gosterilenlerden farkli olup, modifikasyon sonrasi nanosandviglerin yan yuzlerinde polimer
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zincirlerinin varhdi goézlenebilmektedir. Sekil 4.10D’de modifikasyon sonrasi nanosandvi¢
dizilerinin LSPR kaymasi gosterilmektedir. Modifikasyon oncesi Amax 836.6 nm iken
modifikasyon sonrasi 843.13 nm olmustur. 6.53 nm’lik kirmizi kayma ylizeye polimerin
baglandigini ispatlamaktadir. Onemli nokta, fosfonat ug gruplu polimer ile modifiye edilmis
nanosandviglerin LSPR kaymasi (6.53 nm), tiyol u¢ gruplu polimer ile modifiye edilmis
nanosandviglerin LSPR kaymasindan (17.42 nm) ¢ok daha dusuktlir. Bu nanosandvig
yapisinda Al,O; ara katmaninin ylzey alaninin, Au Ust ve alt katmanlarinin toplam
yuzeylerinden ¢ok daha kiglk olmasindan kaynaklanmaktadir ve fosfonat uglu polimerin,
tiyol uclu polimere gore daha az miktarda baglandigini géstermektedir. Fosfonat ve tiyol uglu
polimerlerin LSPR kaymalarindaki farklilik, nanosandviglerin farkli katmanlarinin ilgili
polimerler ile modifiye edildigini gti¢li bir sekilde gostermektedir.

Sekil 4.10. (A) 20 nm Au / 20 nm Al,O3;/ 20 nm Au nanosandvig¢ dizilerinin Al,O3 katmaninin
fosfonat u¢ gruplu polimer (PT-2 kodlu, fosfonat uclu, Tablo 4.1) ile modifikasyonunun
sematik gdsterimi. (B) Modifikasyon 6ncesi ve (C) sonrasi silikon ylzey Ustiinde hazirlanmis
nanodizilerin tiklamali modda AFM ile alinmis géruntileri. i¢ géruntiler 1.5 ym x 1.5 ym
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¢6zunarlakladar. (D) Cam Uzerinde hazirlanmis nanodizilerin modifikasyon (a) 6éncesi (Anax=
836.6 nm) ve (b) sonrasi (Ayax= 843.13 nm) LSPR kaymalari.

Sekil 4.9 ve 10°da Au / Al,O3/ Au nanosandvig dizileri igin ayri ayri tiyol ve fosfonat ug gruplu
polimerler ile gergeklestiriimis olan deneylerin aynisi, 20 nm Au / 20 nm HfO,/ 20 nm Au
nanosandvi¢ dizileri igin silan u¢ gruplu polimer (PT-6 kodlu, silan uglu, Tablo 4.1, LCST:
61.7°C, Mncpc: 3.2 kg/mol) ile gerceklestiriimistir. Bu deneylerde gercgeklestirilen LSPR
kaymalari silan ug¢ gruplu polimerlerin baglanmasindan sonra sirasiyla Sekil 4.11°'de
gOsterilmektedir. Silan ug¢ gruplu polimer ile modifikasyon o6ncesi Anax 918.8 nm iken
modifikasyon sonrasi 928.8 nm olmustur. 10 nm’lik kirmizi kayma yizeye silan u¢ gruplu
polimerin baglandidini ispatlamaktadir.

Sekil 4.11. Cam Uzerinde hazirlanmigs 20 nm Au / 20 nm HfO, / 20 nm Au nanosandvig
dizilerinin HfO, katmaninin silan ug¢ gruplu polimer (PT-6, silan u¢ grup, Tablo 4.1) ile
modifikasyonu (a) oncesi (Anax= 918.8 nm) ve (b) sonrasi (Amax= 928.8 nm) LSPR
spektrumlari.

Kontrol deneyleri olarak, oncelikle altin ylzeye tiyol fonksiyonel polimerin segiciligi ve
polimerlerin u¢ grubunda bulunan diger fonksiyonel gruplarin baglanma ilgisinin olup
olmadigi incelendi. Bu amagla, Au cip ylzeyine, tiyol ug¢ gruplu polimer ile birlikte, fosfonat ve
trietoksisilan fonksiyonel gruplarini igeren, sirasiyla, DeBrPP ve aliltrietoksilan (ATES)
bilesiklerinin baglanmasi SPR ile test edildi. Burada fosfonat ve trietoksisilan fonksiyonel
polimerler yerine DeBrPP ve ATES kullaniimasinin temel sebebi bu molekdillerin polimerlerin
u¢c gruplarindaki fonksiyonel gruplarin aynisini tasimalari ve kiglik molekil olmalari
nedeniyle ylzey ile varsa eger baglanma ilgilerinin polimerik yapida beklenecedi sekilde
sterik engellemeler ile dnlenmemesidir. Sekil 4.12, SPR deneyinin sonucunu goéstermektedir.
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Gorllecegi Uzere, molekillerin adsorpsiyonunu gosteren SPR cevabi sadece tiyol
fonksiyonel polimerin enjeksiyonu sonrasi elde edilmistir. DeBrPP ve ATES enjeksiyonu
sonrasi higbir SPR sinyali alinmamistir. Bu da altin ylzeye sadece tiyol fonksiyonel
grubunun baglanma ilgisinin oldugunu gdésterir. Benzer kontrol deneyleri, Al,O3; ve HfO, tek
katmanli nanopargacik dizileriyle de gergeklestirildi. Bu durumda tiyol fonksiyonel polimerin
bu dizilere baglanmasi Raman dlgumleriyle incelendi. Sekil 4.13 A ve B sirasiyla Al,O; ve
HfO, tek katmanli nanodiziler ile tiyol fonksiyonel polimerin inkiibasyonu sonrasi alinmis
Raman spektrumlarini géstermektedir. Sekil 4.13’de gorulecegi Uzere Al,O3 ve HfO, ylzeyler
sadece tiyol u¢ gruplu polimer ile inkiibe edildikten sonra herhangi bir organik bileseni isaret
edecek karbon vb elementlere ve baglanmalara rastlanmamigtir. Bu sonug¢, nanosandvi¢
ylzeylerinde tiyol u¢ gruplu polimerin ara katmana baglanmayacagini agik¢ga gostermistir.

Sekil 4.12. SPR sensogrami: (a) ultra saf su enjeksiyonu (200 pl/dk, 10 dk), (b) DeBrPP
enjeksiyonu (100 pl/dk, 30 dk), (c) ATES enjeksiyonu (100 pl/dk, 30 dk), (d) tiyol u¢ gruplu
polimer enjeksiyonu (100 ul/dk, 30 dk). Fonksiyonel gruplarin konsantrasyonu 0.01 mM’da
sabit tutulmustur.
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Sekil 4.13. (A) Al,O; ve (B) HfO, tek katmanh nanodiziler ile tiyol fonksiyonel polimerin

inkiibasyonu sonrasi alinmig Raman spektrumlari.

Sonraki adimda, 20 nm Au / 20 nm Al,O; / 20 nm Au U¢ katmanli nanodizilerin tim
katmanlarinin fosfat ve tiyol u¢ gruplu polimerler ile islevsellestiriimesi gerceklestirildi (Sekil
4.14 a). Bu islemde 6nce ara katman (Al,O;) fosfonat u¢ gruplu polimer ile baglandi. Bu
islemi tiyol u¢ gruplu polimerin Au katmanina baglanmasi izledi. Sekil 4.14 b ve c,
nanodizilerin modifikasyon dncesi ve sonrasi AFM goéruntuleridir. Tam katmanlarin polimer ile
baglanmasi sonucu nanoliggen sekillerinin kayboldugu goézlenmistir. Bu sonu¢ tamamen
nanolggen yuzeylerinin polimer tabaka ile kaplanmasiyla uyumludur. Sekil 4.14D, herbir
tabakasi polimerler ile iglevsellestiriien nanosandvi¢ dizilerinin LSPR Anax  OlcUmlerini
gostermektedir. Modifikasyon 6ncesi nanodizilerin LSPR Amax degeri 831.37 nm’dir (a). Al,O3
tabakasinin fosfonat ug gruplu polimer ile modifikasyonundan sonra LSPR A, degeri 838.78
nm olmustur (b). 7.41 nm’lik kirmizi kayma etkili sekilde polimer adsorpsiyonunu gostermistir.
Bu sonug Sekil 4.10°da sunulan sonuglar ile uyumludur. Bundan sonra nanodiziler, tiyol ug
gruplu polimer ile inkibe edilmistir. Sonrasinda alinan LSPR d&lgiminde Amax degderinin
853.13 nm oldugu gézlenmistir. Bu 14.35 nm’lik bir kaymayi gostermektedir. Bu sonug¢ Sekil
4.9da gosterilen LSPR sonucuna goére daha dusuktir. Bu durum ara katmana baglanan
polimer zincirlerinin sterik engellemelerinden kaynaklanmis olabilir. Sonug, ayrica
nanosandvi¢ dizilerinin ¢evresindeki lokal dielektrik ¢cevreye de atfedilebilir.
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Sekil 4.14. (A) 20 nm Au / 20 nm Al;O3/ 20 nm Au nanosandvi¢ dizilerinin tim katmanlarinin
tiyol ve fosfonat ug gruplu polimerler (PT-2 fosfonat ve PT-6 tiyol ug gruplu polimerler, Tablo
4.1) ile modifikasyonunun sematik gosterimi. (B) Modifikasyon 6ncesi ve (C) sonrasi Si
Ustiinde hazirlanmis nanodizilerin tiklamali modda AFM ile alinmig gériintileri. i¢ goriintiler
1.5 um x 1.5 ym ¢ézunarldkltdir. (D) Cam Uzerinde hazirlanmis nanodizilerin modifikasyon
(a) 6ncesi (Amax= 831.37 nm) ve (b) fosfonat ug gruplu polimerle (A= 838.78 nm) ve takiben
(c) tiyol ug gruplu polimer (Anax= 853.13 nm) ile inkiibasyonu sonrasi LSPR kaymalari.
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Sonraki adimda, 30 nm Au / 30 nm HfO, / 30 nm Au u¢ katmanh nanodizilerin tim
katmanlarinin silan ve tiyol u¢ gruplu polimerler ile islevsellestiriimesi gergeklestirildi (Sekil
4.15). Bu deneylerde islevsellestirmeleri kullanilan UV-Vis araliginda takip edebilmek icin 30
nm Au / 30 nm HfO,/ 30 nm Au nanodizi kalinliklari segildi. Once ara katman (HfO,) silan ug
gruplu polimer (PT-6 kodlu, silan uglu, Tablo 4.1, LCST: 61.7°C, Mugpc: 3.2 kg/mol) ile
baglandi. Bu islemi tiyol u¢ gruplu polimerin (PT-6 kodlu, tiyol uglu, Tablo 4.1, LCST: 51.5°C,
Mnepc: 3.2 kg/mol) Au katmanina baglanmasi izledi. Sekil 4.15 a, b ve ¢, nanodizilerin
modifikasyon dncesi ve sonrasi SEM (a ve b) ve AFM (c) goruntuleridir. Sekil 4.14’dekine
benzer sekilde tim katmanlarin polimer ile baglanmasi sonucu nanoliggen yapilarin
kayboldugu gozlenmigtir. $Sekil 4.15D, HfO, tabakasi silan u¢ gruplu polimer ile
islevsellestirilen Au / HfO,/ Au nanosandvig dizilerinin LSPR Apax Olcimlerini géstermektedir.
Modifikasyon 6ncesi nanodizilerin LSPR Anax degeri 723 nm’dir (a). HfO, tabakasinin silan
uc gruplu polimer ile modifikasyonundan sonra LSPR Anax dederi 734 nm olmustur (b). 11
nm’lik kirmizi kayma etkili sekilde silan fonksiyonel polimerin ylzeye adsorpsiyonunu
gOstermistir. Bu sonug, Sekil 4.11°de sunulan sonugclari destekler niteliktedir. Bundan sonra
nanodiziler, tiyol u¢ gruplu polimer ile inkiibe edilmistir. Sonrasinda alinan LSPR dlgimiinde
Amax degerinin 746 nm oldugu gdézlenmistir (c). Bu 12 nm’lik bir kaymayi géstermektedir. Bu
sonu¢ Au / Al,O3/ Au nanosandvig dizileriyle elde edilen sonuglar ile uyum igindedir.

Son olarak; silikon alttas Uzerinde hazirlanmis 20 nm Au / 20 nm Al,O3/ 20 nm Au ve 20 nm
Au / 20 nm HfO, / 20 nm Au nanosandvi¢ dizilerine tiyol, fosfonat ve silan u¢ gruplu
polimerlerin baglanmasi XPS ile analiz edildi. Sekil 4.16A, Au / Al,O3/ Au nanosandviglerin,
sirasiyla (Ust spektrum) fosfonat ve (orta spektrum) tiyol u¢ gruplu polimerlerin ayri ayri
baglandiktan sonra alinmig XPS spektrumlarini gostermektedir. Spektrumlarda ayri ayri P2s
ve S2p piklerinin varligi polimerlerin ylzeye baglandi§i géstermektedir. Ayni nanosandviglere
sirasiyla fosfonat ve tiyol u¢ gruplu polimerlerin birlikte baglanmasindan sonra alinan
spektrum (alt) ise hem P2s hem de S2p piklerini géstermektedir. Boylece ylzeylerin hem
fosfonat hem de tiyol u¢ gruplu polimerler ile modifiye edilebildigi gosterilmistir. Benzer
sekilde Sekil 4.16B, Au / HfO, / Au nanosandviglerin, sirasiyla (lst spektrum) silan ve (orta
spektrum) tiyol ug¢ gruplu polimerlerin ayri ayrn baglandiktan sonra alinmig XPS
spektrumlarini géstermektedir. Ust spektrumda, kullanilan silikon alttastan gelen Si2s ve
Si2p piklerinin yani sira N1s pikinin varhigr gézlenmistir. N1s pikinin varhidr kullanilan
polimerin alfa u¢ grubundaki CN grubundan (Sekil 3.4) kaynaklanmakta olup silanli polimerin
yuzeye baglandigini gostermektedir. Orta spektrumda ise S2p pikinin varligi tiyol u¢ gruplu
polimerin nanosandvi¢ ylzeyine baglandigini gosterir. Alt spektrum ise nanosandviglere
sirasiyla silan ve tiyol uc¢ gruplu polimerlerin birlikte baglanmasindan sonra alinan
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spektrumdur. Bu spektrumda ayri ayri N1s ve S2p piklerinin varligi polimerlerin ylizeye

bagdlandigi géstermektedir.

Sekil 4.15. Silikon ylzey uzerinde hazirlanmis 30 nm Au / 30 nm HfO, / 30 nm Au
nanosandvi¢ dizilerinin tim katmanlarinin tiyol ve silan u¢ gruplu polimerler (PT-6 kodlu, silan
ve tiyol uclu polimerler, Tablo 4.1) ile (A) modifikasyon 6ncesi SEM ve (B ve C) modifikasyon
sonrasi SEM ve cekic mod AFM goruntuleri. (D) Cam uUzerinde hazirlanmis nanodizilerin
modifikasyon (a) 6ncesi (Amax= 723 nm), (b) silan ug¢ gruplu polimerle (Amax= 734 nm) ve
takiben (c) tiyol ug gruplu polimer (Anax= 746 nm) ile inklbasyonu sonrasi LSPR kaymalari.
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Sekil 4.16. Tiyol, fosfonat ve silan ug¢ gruplu polimerler ile modifiye edilmis (A) 20 nm Au / 20
nm Al;O3/ 20 nm Au ve (B) 20 nm Au / 20 nm HfO, / 20 nm Au nanosandvi¢ yuzeylerin XPS
spektrumlari. Ust spektrum (A) sadece fosfonat ve (B) sadece silan ug gruplu polimer ile
modifikasyon sonrasi. Orta spektrum tiyol ug gruplu polimer ile modifikasyon sonrasi. Alt
spektrum (A) fosfonat + tiyol ve (B) silan + tiyol ug gruplu polimerler ile modifikasyon sonrasi.

Ozet olarak, Au / Al,O3/ Au ve Au / HfO,/ Au nanosandvic dizilerindeki her (¢ tabaka segici
olarak ilgili u¢ grup fonksiyonel polimerler ile basarili bir sekilde kaplanmistir.
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4.4 Biyotanima olaylarinin belirlenmesi

Bu bélimde 6éncelikle sadece Au katmani polimer ve biyotin ile modifiye edilmis Au / Al,O3/
Au nanosandvicglere sicaklik kontrolli  streptavidin  (SA) baglanmasi deneyleri
gerceklestiriimistir. Sekil 4.17A, biyotanima olayini sematik olarak gdstermektedir. Ortamin
sicakhiginin kullanilan polimerin LCST degerinin Ustiine c¢ikmasiyla, biyotin molekdlleri
yaninda yeralan polimer zincirleri, kendi iclerine gbc¢erek yanlarindaki biyotin molekillerinin
¢ozelti icindeki SA molekilleri ile etkilesmesine olanak verirler. Bdylece SA molekdlleri
biyotin ligandlarina baglanir. $ekil 4.17B ve C, nanosandvi¢ ylzeylerinin polimer (PT-6 tiyol
uclu polimer, Tablo 4.1, LCST= 51.5°C, Mngpc= 3.2 kg/mol) + biyotin ile modifikasyonundan
once ve sonra alinmis AFM goruntilerini sunmaktadir. Goérlntulerde yuzey morfolojisinin
modifikasyondan sonra degistigi gortlmektedir. Sekil 4.17D, oda sicakliginda SA ¢ozeltisi ile
inkiibe edilmis nanosandvi¢ dizisinin LSPR spektrumunu go&stermektedir. Bu deneyde
islevsellestiriimemis nanosandvi¢ dizilerinin LSPR An.x degeri 816.11 nm (a) olarak
Olctimustar. Dizilerin polimer + biyotin ile modifikasyonundan sonra LSPR A« degeri 822.22
nm (b) olmustur. 6.11 nm’lik kirmizi kayma yilzeyin polimer + biyotin ile baglandigini
gbsterir. islevsellestirilmis nanodizi SA (2 uM) ile 30 dakika siresince oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra alinan LSPR spektrumu 823.88 nm’lik bir Anax degeri gostermistir.
Ortam sicakligi polimerin LCST degerinin (51.5°C) altinda iken SA molekullerinin yuzeye
baglanmasi ve buna uygun sekilde LSPR spektrumunda kaydede@er bir kayma gortlmesi
beklenmez. Oldukga az sayilabilecek 1.66 nm’lik kayma cihazdan kaynaklanan gardltia veya
SA molekillerinin ylzeyle spesifik olmayan etkilesiminden kaynaklanmis olabilir. Sekil 4.17E,
nanosandviglerin polimer + biyotin ile iglevsellestirimesinden énce ve sonra LSPR Apax
degerlerini 765.28 nm (a) ve 772.22 nm (b) olarak gostermektedir. 6.94 nm’lik kirmizi kayma
ylzeyin polimer + biyotin ile baglandigini goéstermektedir. Nanosandvi¢ dizisi, kullanilan
polimerin LCST degerinin (51.5°C) Ustinde olan 55°C’ye isitildiginda LSPR Amax degerinin
781 nm oldugu kaydedilmistir (c). 8.78 nm’lik kirmizi-kayma, yuzeydeki polimer zinicirlerinin
sicaklik artisi nedeniyle ige gbégmis yodun konformasyonlarinin sonucu olustugu
disunulmektedir. Bu sekilde 55°C’de tutulan nanosandvi¢ dizileri, SA ¢dzeltisi ile 30 dakika
suresince inklbe edildikten sonra LSPR Anax degeri 800 nm olarak kaydedilmistir (d). 19
nm’lik kirmizi kaymanin SA molekullerinin biyotin molekullerine spesifik baglanmasindan
kaynaklandigi distnulmektedir. Sekil 4.17F ise, Sekil 4.17E’de gerceklestiriien deneyin
yuzeyde biyotin kullaniimadan gerceklestirilen tekraridir. Gorulecegi Uzere ylUzeyde biyotin
olmadigi durumda sadece polimerle etkilestiriimesi sonucu LSPR A,.x degeri 695 nm’'den
710 nm’ye ve 55°C’de nanosandvi¢ dizilerinin SA ¢ozeltisi ile 30 dakika slresince inkube
edildikten sonra LSPR Anax degeri 710 nm’den 711 nm’ye kaydigi kaydedilmistir. 1 nm’lik
onemsiz kirmizi kayma ¢dkmuls polimer zincirlerine spesifik olmadan baglanmis SA

molekdllerinden ve cihazdaki guriltiden kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 4.17. (A) Tiyol u¢ gruplu polimer (PT-6 tiyol uglu polimer, Tablo 4.1, LCST= 51.5°C,
Mepc= 3.2 kg/mol) ve biyotin ile iglevsellestiriimis nanosandvic¢ dizisine sicaklik kontrolll
olarak SA’'nin bagdlanmasinin sematik olarak gésterimi. a- Nanosandvi¢ ylzeyinin polimer
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zincirleri ve biyotin molekdilleri ile islevsellestiriimesi, b- ortam sicakliginin kullanilan polimerin
LCST degeri Ustine cikarilarak ylUzeydeki biyotinler ile ¢dzeltideki SA molekillerinin
etkilesmesinin saglanmasi. (B) Nanosandvi¢ ylizeylerin polimer + biyotin ile modifikasyonu
dncesi ve (C) sonrasi tiklamali mod AFM géruniitleri. (D) LSPR Olglmleri: nanosandviglerin
polimer + biyotin ile modifikasyonu (a) 6ncesi ve (b) sonrasi, (c) oda sicakliginda SA ile
inkilbasyon sonrasi. (E) LSPR Olgumleri: nanosandviglerin polimer + biyotin ile
modifikasyonu (a) 6ncesi ve (b) sonrasi, (c) islevsellestiriimis nanosandviglerin 55°C’ye
isitlmasindan sonra, (d) 55°C’de SA ile inkiibasyon sonrasi. (F) LSPR Olgumleri:
nanosandviglerin sadece polimer ile modifikasyonu (mavi pik) éncesi ve (yesil pik) sonrasi,
(kirmizi pik) sadece polimer ile islevsellestiriimis nanosandviclerin 55°C’ye Isitiimasindan
sonra, 55°C’de SA ile inkiibasyon sonrasi.

Bir sonraki adimda, Al,Oz; katmani polimer ve dAg ile modifiye edilmis Au / Al,O3; / Au
nanosandviclere sicaklik kontrolli sekilde oligoadeninin eglenigi olan oligotimin (dTs)
baglanmasi incelenmistir. Sekil 4.18, 30 nm Au / 30 nm Al,O3 / 30 nm Au nanosandvig dizisi
kullanilarak alinan LSPR ol¢cimlerini géstermektedir. Nanosandviglerin fosfonat u¢ gruplu
polimer (PT-2 fosfonat uglu polimer, Tablo 4.1, LCST= 35.6°C, M,gpc= 3.2 kg/mol) + dAg ile
islevsellestiriimesinden dnce ve sonra LSPR Ay« degerleri 780 nm (a) ve 818 nm (b) olarak
Olclimustar. 38 nm’lik kirmizi kayma ylzeyin polimer + dAg ile baglandigini géstermektedir.
Nanosandvi¢ dizisi, kullanilan polimerin LCST degerinin Ustiinde bir sicaklik olan 42°C’ye
isitildiginda LSPR Amax degerinin 833 nm oldugu kaydedilmistir (c). 15 nm’lik kirmizi-kayma,
yuzeydeki polimer =zinicirlerinin  sicakhk artisi nedeniyle ice gdécmis yogdun
konformasyonlarinin  sonucu olustugu dusunulmektedir. Bu sekilde 42°C’de tutulan
nanosandvig dizileri, dTg ¢ozeltisi ile 30 dakika slresince inkibe edildikten sonra LSPR Amax
degeri 872 nm olarak kaydedilmistir (d). 39 nm’lik kirmizi kaymanin dTg dizisinin eslenigi olan
dAg dizisine spesifik baglanmasindan kaynaklandigi dugsunulmektedir. Kontrol deneyi olarak
yuzeyde dAg kullanmadan ayni deney tekrarlanmistir (Sekil 4.18B). Bu durumda sadece
polimerle etkilestirilmesi sonucu LSPR Ay degerinin 695 nm’den 708 nm’ye ve 42 °C’de
nanosandvi¢ dizilerinin, dTg dizisi ile 30 dakika slresince inkiibasyonundan sonra LSPR Anax
degerinin 708 nm’den 710 nm’ye kaydigi kaydedilmistir. Bu sonu¢ yluzeyde dAg
kullaniimadigi durumda dTjg dizisinin nanosandvi¢ ylizeyine spesifik olmayan bir sekilde dahi
baglanmadigini gdéstermistir.
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Sekil 4.18. A) Fosfonat u¢ gruplu polimer (PT-2, Tablo 4.1, LCTS= 35.6 °C, Mngpc= 3.2
kg/mol) ve dAg ile islevsellestiriimis 30 nm Au / 30 nm Al,O3 / 30 nm Au nanosandvi¢ dizisine
sicaklik kontrolli dTg baglanmasinin LSPR ile analizi. Nanosandviglerin polimer + dAg ile
modifikasyonu (a) éncesi (Amax= 780 nm) ve (b) sonrasi (Amax= 818 nm), (c) iglevsellestiriimis
nanosandviglerin 42°C’ye isitimasindan sonra (Ama= 833 nm), (d) 42°C’de dTg ile
inkibasyon sonrasi (Amax= 872 nm). B) Kontrol deneyi LSPR o6lgcimleri: nanosandviglerin
sadece polimer ile modifikasyonu éncesi (kirmizi pik) ve sonrasi (mavi pik), sadece polimer
ile islevsellestiriimis nanosandviclerin 42°C’ye isitiimasindan sonra, 42°C’de dTg ile
inkiibasyon sonrasi (yesil pik).

Bir sonraki adimda, 30 nm Au / 30 nm AlLO3z / 20 nm Au nanosandvig dizilerinin hem Al,O3
hem de Au katmanlari, sirasiyla, fosfonat ug¢ gruplu polimer (PT-2, Tablo 4.1, LCST= 35.6 °C,
Mngpc= 3.2 kg/mol) + dAg ve tiyol u¢ gruplu polimer (PT-6, Tablo 4.1, LCST= 51.5 °C,
Mngpc= 3.2 kg/mol) + biyotin ile iglevsellestiriimis ve bu nanodizilerin SA ve dTs igceren
karisim ile biyotanima olaylari LSPR oélgtimleri ile analiz edilmistir. Sekil 4.19 bu deneyde
alinmis LSPR spektrumlarini gdstermektedir. ilk olarak fonksiyonellestirilmemis nanosandvig
dizilerin LSPR degeri 768 nm olarak ol¢timustir. Daha sonra, nanodizilerin fosfonat uggruplu
polimer + dAg karisimi ile Al,O3; ara katmani modifiye edilmigtir. Bu baglanma olayindan
dolayl LSPR Anax= 774 nm olarak Ol¢iimustir. 6 nm’lik kayma ara katmanin polimer ve dAg
dizisine baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Bunu takiben, ara katmani
fonksiyonellestiriimis olan nanosandvig diziler tiyol u¢ gruplu polimerler + biyotin karisimi ile
modifiye edilmistir. Bu islemden sonra LSPR A= 782 nm olarak Olgcliimustir. 8 nm’lik
LSPR dalga boyu kaymasi Au tabakalara tiyol u¢ gruplu polimer + biyotin baglanmasindan
kaynaklanmaktadir. Kullanilan fosfonat ve tiyol u¢ gruplu polimerlerin LCST degerleri
sirasiyla 35.6 ve 51.5°C’dir. Nanosandvi¢ dizilerin ylzeylerinde algilayici molekillere
ligandlarin biyoafinite baglanmasi, kademeli olarak ¢ozelti sicakhginin arttinlarak yizeydeki
her polimer organizasyonunun LCST degeri Uzerinde gergeklestirildi. Isitma islemi, polimer
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zincirlerinin ¢cokmesine, ve bodylece ayni tabakada bulunan algilayici molekdllerin spesifik
ligandlari ile etkilesmesine olanak sagladi. Oncelikle 42°C’de inkiibe edilen yiizeyler ayni
sicaklikta bulunan dTg ve SA karisimi ile 30 dakika etkilestirildi. Bu durumda LSPR pikinin
789 nm’ye kaydigi gosterildi. 7 nm’lik kayma, dTg dizilerinin Al,O3; katmaninda bulunan
polimerlerin ¢dkmesi sonucu ortaya c¢ikan dAsg dizilerine baglanmasi sonucu goérilmustuir.
Daha sonra ayni ylzey 55°C’ye isitilmis ve ayni sicakliktaki SA ¢ozeltisi ile inklbe edilmigtir.
Bu durumda LSPR piki 819 nm’ye kaymis olup 20 nm’lik kayma SA molekdillerinin Au
katmanlarinda bulunan polimerlerin ¢okmesi sonucu ortaya c¢ikan biyotin molekdllerine

baglanmasina atfedilmigtir.

Sekil 4.19. Coklu biyotanima olayinin LSPR ile analizii Kirmizi spektrum:
fonksiyonellestiriimemis 30 nm Au / 30 nm Al,O3; / 20 nm Au nanosandvi¢ dizisi, Anax= 768
nm; Mavi spektrum: fosfonat ucgruplu polimer (PT-2, Tablo 4.1, LCTS= 35.6 °C, Mngpc= 3.2
kg/mol) + dAg karigimi ile Al,O5 ara katmaninin modifikasyonu, Amax= 774 nm; Yesil spektrum:
tiyol u¢ gruplu polimer (PT-6, Tablo 4.1, LCTS= 51.5 °C, Mngpc= 3.2 kg/mol) + biyotin
karisimi ile Au katmanlarin modifikasyonu, Amax= 782 nm; Siyah spektrum: tim katmanlar
foksiyonellestiriimis nanosandviglerin 42°C’de dTs ve SA karisimi ile inkiibbasyonu sonrasi,
Amax= 789 nm; Pembe spektrum: tim katmanlari foksiyonellestiriimis ve 42°C’de dTsg
baglanmis nanodizilerin 55°C’de dTgve SA karisimi ile inkiibasyonu sonrasi, Amax= 819 nm.

Bir sonraki adimda, 30 nm Au / 30 nm HfO, / 30 nm Au nanosandyvi¢ dizileri hem HfO, hem
de Au katmanlari, sirasiyla, silan ug¢ gruplu polimer (PT-3, Tablo 4.1, LCTS= 44.9 °C, Mngpc=
4.4 kg/mol) + glutatiyon (GLT) ve tiyol u¢ gruplu polimer (PT-6, Tablo 4.1, LCTS= 51.5 °C,
Mngpc= 3.2 kg/mol) + biyotin ile islevsellestiriimis ve bu nanodizilerin glutatiyon S-transferaz
(GST) ve SA iceren karisim ile biyotanima olaylari LSPR &lgtimleri ile analiz edilmistir. Sekil
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420A bu deneyde alinmis LSPR spektrumlarini gostermektedir. ilk olarak
fonksiyonellestiriimemis nanosandvig dizilerin LSPR Anax dederi 714 nm olarak dlgtlmagtir.
Daha sonra, nanodizilerin silan ucggruplu polimer + GLT karisimi ile HfO, ara katmani
modifiye edilmistir. Bu baglanma olayindan dolayi LSPR Anax= 721 nm olarak dlgulmusttr. 7
nm’lik kayma ara katmanin polimer ve GLT ile baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Bunu
takiben, ara katmani fonksiyonellestirilmis olan nanosandvi¢ diziler tiyol u¢ gruplu polimerler
+ biyotin karisimi ile modifiye edilmistir. Bu islemden sonra LSPR Anax= 731 nm olarak
Olgulmustar. 10 nm’lik LSPR dalga boyu kaymasi Au tabakalara tiyol u¢ gruplu polimer +
biyotin baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Kullanilan silan ve tiyol u¢ gruplu polimerlerin
LCST degerleri sirasiyla 44.9 ve 51.5°C’dir. Oncelikle 50°C’de inkiibe edilen ylizeyler ayni
sicaklikta bulunan GST ve SA karisimi ile 30 dakika etkilestirildi. Bu durumda LSPR pikinin
735 nm’ye kaydigi gosterildi. 4 nm’lik kayma, GST molekillerinin HfO, katmaninda bulunan
polimerlerin ¢dékmesi sonucu ortaya c¢ikan GLT molekillerine baglanmasi sonucu
gorulmustur. Daha sonra ayni yuzey 55°C’ye isitilmig ve ayni sicakliktaki SA g¢ozeltisi ile
inkiibe edilmistir. Bu durumda LSPR piki 755 nm’ye kaymis olup 5 nm’lik kayma SA
molekdillerinin Au katmanlarinda bulunan polimerlerin ¢dkmesi sonucu ortaya ¢ikan biyotin
molekillerine baglanmasina atfedilmistir.  Sekil 4.20B yukaridaki deneyde kullanilan
polimerler, GLT ve biyotin ile islevsellestiriimis ylzey ile GST ve SA karisiminin oda
sicakliginda etkilestiriimesiyle alinan LSPR spektrumlarini géstermektedir. Bu durumda oda
sicakhidinda nanosandvi¢ dizilerinin, GST ve SA karigsimi ile 30 dakika suresince inkube
edildikten sonra LSPR Anax degeri 731 nm’den kaymadigi kaydedilmistir. Bu sonu¢ ylizeyde
polimer zincirlerinin a¢ik oldugu durumda proteinlerin nanosandvi¢ ylzeyine spesifik olmayan
bir sekilde dahi baglanmadidini gdstermistir. Boylece LCST’nin (zerinde gerceklestirilen
deneylerde gorilen baglanmalarin yizeydeki polimer zincirleri ile kontrol edilebildigi
ispatlanmistir.

Son kontrol deneyi olarak, ylizeyde GLT ve biyotin kullanmadan, 30 nm Au / 30 nm HfO, / 30
nm Au nanosandvi¢ dizileri sadece tiyol u¢ gruplu polimer ile modifiye edildikten sonra 55
°C’'de GST proteinin spesifik olmayan baglanmasi incelenmistir (Sekil 4.20 C). LSPR
maksimum dalga boyunda sadece 1 nm’lik bir kayma gézlenmistir. Bu sonug yizeyde GLT
kullaniimadigi durumda GST proteininin ylksek sicaklikta nanosandvi¢ ylzeyine spesifik
olmayan bir sekilde baglanmadigini géstermigtir.
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Sekil 4.20. Coklu biyotanima olayinin LSPR ile analizii A) Yesil spektrum:
fonksiyonellestiriimemis 30 nm Au / 30 nm HfO, / 30 nm Au nanosandvig¢ dizisi, Ayax= 714
nm; Pembe spektrum: silan uggruplu polimer (PT-3, Tablo 4.1, LCTS= 44.9 °C, Mngpc= 4.4
kg/mol) +GLT karisimi ile HfO, ara katmaninin modifikasyonu, An.x= 721 nm; Siyah
spektrum: tiyol uc¢ gruplu polimer (PT-6, Tablo 4.1, LCTS= 51.5 °C, Mngpc= 3.2 kg/mol) +
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biyotin karisimi ile Au katmanlarin modifikasyonu, Amax= 731 nm; Kirmizi spektrum: tim
katmanlari foksiyonellestiriimis nanosandviglerin 50°C'de GST ve SA karisimi ile
inkiibasyonu sonrasi, Anax= 735 nm; Mavi spektrum: tim katmanlari foksiyonellestirilmis ve
50°C’de GST baglanmis nanodizilerin 55°C’de GST ve SA karisimi ile inkiibasyonu sonrasi,
Amax= 755 nm. B) LSPR ol¢tmleri: nanosandviglerin modifikasyonu éncesi (kirmizi pik, Anax=
714 nm) ve sonrasi (silan ug gruplu polimer + GLT ile modifikasyonu sonrasi, yesil pik Amax=
721 nm, ve tiyol ug gruplu polimer + biyotin ile modifikasyon sonrasi, mavi pik Ayax= 731 nm),
islevsellestiriimis nanosandvicglerin oda sicakliginda, GST ve SA ile 30 dakika inkibasyon
sonrasi (siyah pik, Anax= 731 nm). C) Kontrol deneyi LSPR dl¢imleri: nanosandviglerin
modifikasyonu éncesi (kirmizi pik, Amax= 723 nm) ve sonrasi (tiyol ug gruplu polimer, mavi pik
Amax= 732 nm), sadece polimer ile islevsellestiriimis nanosandviglerin 55°C’de, GST ile 30
dakika inklbasyon sonrasi (siyah pik, Amax= 733 nm).

4.5 Nanosandvi¢ yiizeylerin iglevsellestiriimesinin ve biyotanima olaylarinin XPS
kapasitans olglimleri ile belirlenmesi

LSPR teknigi ile ayrintih bir sekilde tanimlanmis nanosandvi¢ ylzeyler ve bu ylzeylerle
gerceklestirilen biyotanima olaylari ayrica XPS kapasitans olgimleri ile de incelenmistir.
Bilindigi kadariyla literaturde ilk defa XPS kapasitans olcimleri ile biyotanima olaylar
belirlenmeye calisiimistir. Bu amagla dncelikle polimer ve biyomolekiiller ile islevsellestirilmis
nanosandvi¢ dizilerinin tek katmaninin polimerler ile foksiyonellestiriimesi veya biyotanima
olaylari XPS kapasitans o6lgimleri ile incelenmistir. Bu deneylerde silikon ylizeyler lzerinde
hazirlanmis 20 nm Au/20 nm Al,Os/ 20 nm Au ve 20 nm Au/ 20 nm HfO, /20 nm Au
nanosandvic dizileri kullaniimistir. Ornek kodlari Tablo 4.2 ve 4.3'de verilmektedir.

Tablo 4.2. 20 nm Au/20 nm Al,O3/ 20 nm Au nanosandvig dizisinin XPS kapasitans
Olciimlerinde kullanilan érnek kodlari

Ornek Kodu Aciklama

A1 islevsellestiriimemis 20 nm Au/20 nm AlL,Os/ 20 nm Au
nanosandvig dizisi

A2 Fosfonat ug gruplu polimer ile modifikasyon sonrasi

A3 Tiyol ug gruplu polimer ile modifikasyon sonrasi

A4 Fosfonat ve tiyol u¢ gruplu polimer ile tim katmanlarin

modifikasyonu sonrasi

A5 Tdm katmanlari polimer + biyomolekil ile iglevsellestiriimis
nanodizilerin dTg ile biyobaglanmasindan sonra

A6 Tdm katmanlari polimer + biyomolekil ile iglevsellestiriimis
nanodizilerin SA ile biyobaglanmasindan sonra
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Tablo 4.3. 20 nm Au/20 nm HfO,/ 20 nm Au nanosandyvi¢ dizisinin XPS kapasitans
Olcimlerinde kullanilan érnek kodlari

Ornek Aciklama

Kodu

H1 islevsellestirimemis 20 nm Au/20 nm HfO,/ 20 nm Au nanosandvig
dizisi

H2 Tiyol ug gruplu polimer ile modifikasyon sonrasi

H3 Silan ug gruplu polimer ile modifikasyon sonrasi

H4 Silan ve tiyol u¢ gruplu polimer ile tim katmanlarin modifikasyonu
sonrasi

H5 Tim katmanlari polimer + biyomolekll ile islevsellestiriimis
nanodizilerin GST ile biyobaglanmasindan sonra

H6 Tdm katmanlari polimer + biyomolekll ile islevsellestiriimis
nanodizilerin SA ile biyobaglanmasindan sonra

Nanoui¢genlerin kapasitanslarinin  dlgiimesi igin XPS cihazinin X-i1sini  uyarici olarak
kullaniimistir. X-isinin en Ust tabakata altini negatif yikler. P-tipi silisyum wafer Gizerindeki alt
tabaka altin ise wafer ile temas halinde oldugu igin pozitif yuklidir. Bu iki iletken plaka
arasindaki yalitkan tabaka sayesinde nanoliggenler birer kapasitor gibi islev gérurler.
Oncelikle 6rneklerin yiiklenme/bosalma 6zellikleri XPS 6élglimleri ile analiz edilmistir. Genel
olarak manoyapilarin yuklenme/bosalma o&zellikleri ve vyuklerin dielektrik tabakalarda
toplanmasi biyosensér ve farkh cihaz Uretiminde olduk¢ca O©nemlidir. Genel olarak
materyallerin ylUklenmesi iletken olmayan oOrneklerde baglanma enerjisi tanimlamasinda
sorun olarak gorilebilir. Bununla birlikte, ¢oklu ylzey yapisi iceren érneklerin elektriksel
parametrelerinin tanimlanmasinda yuklenme/bosalma islemi ¢ok yararh bir tekniktir. Bu
yuzden, bu teknik ¢ok katmanli nanosandvi¢ Orneklerinin elektriksel ve kapasitans
dzelliklerinin arastirimasinda kullaniimistir. Oncelikle nanosandviglerin yiiklenme/bosalma
dinamigini goruntilemek icin frekans arahgdi 150 ile 250 arasinda olan £10 V yogunlugundaki
SQW sinyalleri ile XPS oélgimleri herbir érnek icin analiz edilmigtir. Ylzeyden yansiyan
elektronlar ile elektron tabancasindan génderilen disik enerjili serbest elektronlari kontrol
etmek amaciyla yluzeylere 6zellikle £10 V harici bias uygulanmistir. Tablo 4.4 ve 4.5'de bu
dlgimler fonksiyonellestirilmemis nanosandvigler igin 6rnek olarak verilmigtir. Orneklenen
baglanma enerji dlgimleri yukarida belirtilen 12 érnek igin gergeklestiriimis ve Tablo 4.6'da
tum sonugclar 6zetlenmistir. Bu tablodan goérilecedi Uzere yizeylerin islevsellestiriimesi ve
biyobaglanmalar sonucu en ylksek baglanma enerjilerinde azalmalar gértulmustir. Yizeylere
polimerlerin ve biyomolekullerin baglanmasi nanoyapilarin diferensiyel yuklenmesini
etkilemistir. Ylzeye bagl herhangi bir biyomolekil ya da polimer olmadigi durumda 6rnegin
en ylksek baglanma enerjisi farkina sahip oldugu dolayisiyla da yiklenme kapasitesine
sahip oldugu goézlenmistir. Polimer ve biyomolekil ile kaplaninca ylzeylerin en yiksek
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baglanma enerji farklari (ayni zaman da ylklenme kapasitesi) azalir. Molekullerin
baglanmasi yayilan elektronlari azaltir boylelikle ylzeyin diferansiyel yuklenmesini azaltir.
Al,O3 ve HfO, farkl dielektrik materyaller olup, bu tabakalarin dielektrik sabitleri sirasiyla 9.4
ve 25'dir. HfO,'nin dielektrik sabitinin Al,Oz'ten blylUk olmasi onun daha genis frekans
araliginda kapasitans 6zelligi gésterecegini belirtir. HfO, iceren orneklerin frekans arahgi
185-215 kHz iken Al,O3 iceren nanasandvi¢ yapilarin frekans araligi 185-200 kHz'dir. Genel
olarak baglanma enerji degisimleri ile elde edilen sonuglar, O6rneklerin kapasitans
potansiyellerini ortaya koymustur. Bir sonraki adimda &érneklerin kapasitans degerleri hem
deneysel hem de teorik olarak hesaplanmistir. Bu bdélimde, farkh frekanslardaki SQW
sinyalleri (£10V) ile 10 MQ'luk harici bir diren¢ 6rneklere baglanmigtir. Basit bir RC devresi
direng ve fonksiyon jeneratért yardimiyla yapilmistir. XPS ile SQW sinyali (£10V) ve frekans
degerleri altinda érnekler ile fonksiyon jeneratori arasinda 10 MQ’luk bir direng baglanarak
tekrar olgtimustir. Sekil 4.20 ve Sekil 4.21'de gorildiugu gibi, frekanslar 0.1 Hz’den, 1000
HZz'e cikarildiginda ayrilan iki XPS piki arasindaki mesafenin azaldigi gézlenmigtir. Pikler
arasindaki bu mesafe Au/Al,Os/Au ve Au/HfO./Au nanosandvi¢ yapilari igin sirasiyla Tablo

4.7 ve 4.8’teki gibi hesaplanmistir.

Tablo 4.4. 20 nm Au/20 nm Al,O3/ 20 nm Au nanosandvig dizisinin (A1 6rnegi) XPS
kapasitans olgimleri ile elde edilmis baglanma enerjilerinin  farkli frekans
degerlerindeki degisimi

Frekans (kHZ) B.E Degisimi (eV)
150 20
160 20
170 20
180 20
185 21.662
190 23.809
195 25.539
200 28.009
210 20
220 20
230 20
240 20
250 20.349
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Tablo 4.5. 20 nm Au/20 nm HfO,/ 20 nm Au nanosandvig dizisinin (H1 6rnegi) XPS
kapasitans olgimleri ile elde edilmis baglanma enerjilerinin  farkli frekans
degerlerindeki degisimi

Frekans (kHz) B.E Degisimi (eV)
150 20
160 20
170 20
180 20
185 21.67
190 23.3
195 25.57
200 257
205 26.58
210 257
215 24.01
220 20
230 20
240 20
250 20

46



T0BiTAK

Tablo 4.6. Tum o6rnekler icin XPS kapasitans Ol¢limleri ile elde edilmis baglanma

enerijilerinin farkl frekans degerlerindeki degisimi

Frekan
s (kHz) Baglanma Enerjisi Degisimi (eV)
A1 A2 A3 A4 | H1 H2 H3 H4 | A5 | A6 H5 H6
150 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
160 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
170 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
180 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
185 |21.662 | 21.57 |21.69 |21.97 |21.67| 21.42 |20.59 |21.94 |21.61|21.23|21.57 | 21.77
190 |23.809 | 23.676 | 23.63 | 23.91 | 23.3 | 22.37 | 21 |22.17|22.49|22.01|22.11|22.35
195 |25.539 | 25.796 | 25.52 | 25.79 |25.57| 23.06 |23.23 | 22.79|23.31|23.59 | 22.51 | 22.78
200 |28.009|27.619 |27.26 | 27.45| 25.7 | 24.36 |24.05| 25.2 |24.28|24.33 | 23.16 | 23.21
205 20 20 20 20 |26.58| 26.15 | 25.68 | 25.85 | 24.81|24.78 | 24.02 | 23.79
210 20 20 20 20 | 25.7 | 25.22 |24.45|25.41 |26.41|26.36 | 24.74 | 24.52
215 20 20 20 20 |24.01|23.09 |22.99| 224 | 20 20 |25.08|25.17
220 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
230 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
240 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
250 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
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Tablo 4.7. Au/Al,Os/Au nanosandvicleri icin pikler arasindaki hesaplanan baglanma enerjisi

farklarina karsilik gelen frekans degerleri.

Frequency [Hz} Distance of Peaks (eV}
0.1 12.589
1 12.727
10 12,733
100 11.581
200 11.227
300 10.663
400 9.932
500 9.028
00 8.04
700 7.358
800 7.263
900 6.532
1000 5.987

Sekil 4.21. Au/Al,O3/Au nanosandvicleri icin piklerin arasindaki uzakligin frekans ile degisimi.

48



T0BiTAK

Tablo 4.8. Au/HfO,/Au nanosandvigleri igin pikler arasindaki hesaplanan baglanma enerijisi

farklarina kargilik gelen frekans degerleri.

FroaucmogHr Dletance of Feaks Jold
" 12.245
1 12474
11.531
11.501
11142
1049
§.756
B.923
8.152
7437
£.331
Am

-

-
[-]
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Sekil 4.22. Au/HfO,/Au nanosandvigleri igin piklerin arasindaki uzakhgin frekans ile degisimi.

Ornekler, Al,O3; ve HfO, olmak Uzere iki farkh tip dielektrik materyalden olusmustur. Bu
dielektrik materyaller, dielektrik sabitlerinden dolayi farkl frekans karsiliklari verirler. Piklerin
arasindaki mesafenin her dielektrik materyal icin farkli oldugu goézlemlenmigtir. Tum
orneklerdeki Au4f, C1, Si2p ve O1 bdolgelerinin 1 Hz'den 10 kHz’e kadar olan buitin frekans
degerlerindeki XPS 6lguimleri yapilmistir. Orneklerin frekanslari 1000 Hz lzerine ¢iktiginda,
pikler arasindaki mesafenin azaldigi goérilmuistir ve 2000 Hz civarinda mesafe sifira
dismustar. Boylelikle, 2000 Hz'de iki pik birlesip maksimum yogunluga (CPS) sahip tek bir
pik olarak gbézlenmistir. Buna sinir frekansi (fc) denir. Tablo 4.9 ve 4.10’da listelendigi gibi her
ornek icin farkh sinir frekans degerleri gézlenmigtir. Sinir frekansi degerinden sonra da
frekansi 10 kHz'e kadar arttirmaya devam ettigimizde, pikin sabit kaldigi gézlenmistir. 10 MQ
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direng yardimi ile belirlenen sinir frekanslari érneklerimizin deneysel ve teorik kapasitans
degerlerini hesaplamak igin kullaniimistir.

Tablo 4.9. 20 nm Au/20 nm Al,Os/ 20 nm Au nanosandvi¢ ornekleri icin elde edilmis
sinir frekans degerleri

Ornek Kodu | Agiklama Sinir Frekans Degerleri (kHz)
A1 islevsellestiriimemis 20 nm Au/20 nm 2000
Al,O3/ 20 nm Au nanosandvig dizisi
Fosfonat ug gruplu polimer ile
A2 modifikasyon sonrasi 2010
A3 Tiyol u¢ gruplu polimer ile modifikasyon 2005
sonrasi
A4 Fosfonat ve tiyol ug gruplu polimer ile 2008

tim katmanlarin modifikasyonu sonrasi

Tum katmanlari polimer + biyomolekiil ile
A5 islevsellestiriimis nanodizilerin dTg ile 2017
biyobaglanmasindan sonra

Tam katmanlari polimer + biyomolekdil ile
A6 islevsellestiriimis nanodizilerin SA ile 2025
biyobaglanmasindan sonra

Tablo 4.10. 20 nm Au/20 nm HfOsz/ 20 nm Au nanosandvi¢ ornekleri icin XPS
kapasitans olgimleri ile elde edilmis sinir frekans degerleri

Ornek Kodu | Aciklama Sinir Frekans Degerleri (kHz)
H1 islevsellestiriimemis 20 nm Au/20 nm 1800
HfO,/ 20 nm Au nanosandvig dizisi
H2 Tiyol ug gruplu polimer ile modifikasyon 1805
sonrasi
H3 Silan ug¢ gruplu polimer ile modifikasyon 1815
sonrasi
Ha Silan ve tiyol ug gruplu polimer ile tim 1810

katmanlarin modifikasyonu sonrasi

Tum katmanlari polimer + biyomolekl ile
H5 islevsellestiriimis nanodizilerin GST ile 1823
biyobaglanmasindan sonra

Tum katmanlari polimer + biyomolekiil ile
H6 islevsellestiriimis nanodizilerin SA ile 1827
biyobaglanmasindan sonra

Orneklerin kapasitansinin hesabi igin 6ncelikle nanosandviglerin alanlari hesaplandi (Sekil
4.23, Denklem 4.1).
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Sekil 4.23. Nanosandvigin sematik gdsterimi (Au/ HfO,/ Au). Kalinlik= 60 nm, yukseklik= 240
nm ve genislik= 170 nm

Alan="%xDb x h Denklem 4.1

Nanotiicgenlerin alani Denklem 4.1’den 20,400 nm? bulunmustur. Ornek (zerindeki tim
nanosandviclerin toplam alani 8,16x10"° m? olarak hesaplanmistir. Orneklerin teorik
kapasitans degerleri (C) (Farad) Denklem 4.2 ile hesaplanmistir. Dielektrik malzemenin

A

kalinhg “d” 2,0x10® m, kapasitér levhasinin alani “A” is 8,16x107"° m?, vakumun elektrik alan
gecirgenligi “€y” 8,854x107'? F/m, malzemelerin dielektrik katsayilar “k” Al,O3; ve HfO, igin

sirasiyla 9,4 ve 25'dir(Lide 2004).
|_Plate area i cA ;CCGA

L
T # A4+ FF 4+ F 2+ 24+ & &+ —
ds —

| ; | d d

Denklem 4.2

Bu teorik kapasitans degerleri, deneysel bulunan kapasitans degerleriyle karsilastiriimistir.
Deneysel olarak kapasitans degerleri herbir drnek icin olcllen sinir frekans degerlerinden
Denklem 4.3 kullanilarak hesaplanmistir.

1 1
fe = 2rRC ~ 2mT Denklem 4.3

Sinir frekans degerleri “fc” herbir érnek icin farkhdir ve “Hz” birimindedir. Disaridan
uygulanan 10’Q (ohm)'luk bir direng “R” sayesinde érneklerin gercek kapasitans degerleri
hesaplanmistir. Bu sekilde herbir 6rnegin, kullanilan yalitkan malzemeye ve degisen sinir
frekans degerlerine bagli olarak gercek ve teorik kapasitans degerleri hesaplanmistir (Sekil
4.24). Sonuglar, Tablo 4.11°’de verilmektedir. Au/Al,O3/Au nanosandvi¢ yapilarinin deneysel
ve teorik kapasitans degerlerinin Au/HfO,/Au nanosandvi¢ yapilarindan farkli oldugu
gorulmektedir. Dielektrik materyaller iki Au tabakasinin arasina yerlestirildiginde ylzeyin
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yuklenmesini arttirabilir. Au/HfO,/Au yapisinin teorik kapasitans degeri 9.03E-12 F olarak
hesaplanmistir ve bu deger 3.40E-12 F olarak hesaplanan Au/Al,Os/Au yapisininkinden daha
blyUktar. Bu iki malzemenin dielektrik sabitlerinin birbirinden farkli olmasindan kaynaklidir.
HfO,’nin dielektrik sabitinin daha biylk olmasi nedeniyle hesaplanan kapasitans degeri de
daha buyudktir. Sonucglar genel olarak incelendiginde, fonksiyonellesmemis &rnegin
kapasitans degerinin, polimer ve biyomolekiller ile fonksiyonellestirildikten sonra azaldigi
gOrulir. Bu sonug, baglanma enerji degisimleri sonuglari ile uyum igindedir ve nanosandvig
yapilarinda kapasitans Olgumlerinin yuzeyde biyotanima olaylarinin gdstergesi olarak
potansiyel kullanimi olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

Sekil 4.24. Gergek ve teorik kapasitans degerlerinin hesaplanmasi.
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Tablo 4.11. 20 nm Au/20 nm HfO3/ 20 nm Au nanosandvi¢ ornekleri icin XPS kapasitans
Olctimleri ile elde edilmis gercek kapasitans ve hesaplanan teorik kapasitans degerleri

. Gergek Teorik
Ornek Kapasitans | Kapasitans
Kodu (Farad) (Farad)
A1 7.96E-12 3.40E-12
A2 7.91E-12 3.40E-12
A3 7.93E-12 3.40E-12
A4 7.92E-12 3.40E-12
A5 7.89E-12 3.40E-12
A6 7.86E-12 3.40E-12
H1 8.84E-12 9.03E-12
H2 8.81E-12 9.03E-12
H3 8.76E-12 9.03E-12
H4 8.79E-12 9.03E-12
H5 8.73E-12 9.03E-12
H6 8.71E-12 9.03E-12
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5. SONUC

Bu projede potansiyel biyosensér uygulamalari icin sicaklik-duyarli polimerler ve biyomolekiiller ile
fonksiyonellestirilmis, metal-yalitkan-metal sandvig-benzeri nanoyapilarin desenli dizileri Gretilmis ve
¢coklu biyomolekul baglanma olaylarinin bir fonksiyonu olarak lokalize ylzey plazmon rezonans (LSPR)
ve kapasitansi incelenmistir. Oncelikle metal-yalitkan-metal Ugli tabakalardan olugan sandvig-benzeri
nanoyapilarin desenli dizinleri nanokdre litografisi teknigi ile Uretilmistir. Bu nanosandvic¢ dizinleri, biyotin,
glutatiyon ve/veya tek-sarmal oligoadenin biyomolekilleri ve oligoetilenglikol esasli sicaklik-duyarl
polimer ile fonksiyonellestirilmistir. Herbir nanosandvi¢ katmani farkli sicaklikta faz degisimi gésteren bir
polimer ve belirli bir tir biyomolekil ile islevesellestiriimistir. Nanosandvi¢ dizilerinin hazirlanmasi ve
yluzey modifikasyonlari, taramali elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskopisi, UV-gorinir-yakin
kizilbtesi spektrofotometrisi araciigiyla LSPR oélgimleri, X-1sini fotoelektron spektrometresi (XPS) gibi
farkl teknikler ile dogrulanmistir. Daha da 6nemlisi, nanosandvi¢ dizinleri Gzerindeki biyomolekdl-ligand
tanima olaylarinin polimerlerin sicakliga bagh faz degisimleri ile kontrol edilebildigi yapilan dlcumler ile
dogrulanmigtir. Farkli transdiksiyon mekanizmalarini incelemek igin, polimerler ve biyomolekiiller ile
fonksiyonellestiriimis nanodizinlerin lokalize yuzey plazmon rezonansi ve kapasitansi, ikili biyomolekdl
baglanma olaylarinin bir fonksiyonu olarak dl¢tilmuistir. LSPR 6lgimleri ile nanodiziler tizerinde biyotin-
streptavidin ve oligoadenin-oligotimin veya biyotin-streptavidin ve glutatiyon-glutatiyon S-transferaz
biyotanima olaylari agik bir sekilde algilanabilmistir. Ayrica bildigimiz kadariyla literatiirde ilk defa XPS ile
gergeklegtirilen kapasitans Olcumleri ile biyotanima olaylarinin algilanabilecegi gosterilmigtir.
Nanosandviglerin baglanma enerji farklarinin, ayni zamanda da ylklenme kapasitesilerinin,
yuzeylerindeki biyobaglanma olaylarina bagl olarak degistigi XPS ol¢cumleri ile gosterilmistir.

Sonug olarak bu proje ile biyosensér uygulamalari igin faydal olabilecek sicaklik duyarli polimerler ile
islevsellestiriimis nanosandvic yapilari Uretilmis ve bu yeni nano-biyo-gipler ile gerceklestiriien LSPR ve
kapasitans olgimlerinin ¢oklu biyotanima olaylarinda transdiksiyon mekanizmalari olarak potansiyelleri
ortaya konmustur. Boylece projede isaretleme/etiketlemeye gerek olmadan birden fazla biyomolekilin
nicel algilanmasi amaciyla yeni ve iyilestiriimis biyosensorlerin geligtiriimesine yonelik yeni
nanomalzeme ve yontemler gelistiriimesine yénelik nemli bulgular toplanmistir
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Sekil 2.1. Biyotinlenmis gimuis (Ag) nanoparcaciklarin hazirlanmasi ve streptavidin baglanmasini
gOsteren LSPR spektrumlari: (A) kimyasal modifikasyondan énce Ag nanopargaciklar, Anax=561.4 nm.
(B) kimyasal modifikasyon sonrasi, Ay.x=598.6 nm (C) biotin modifikasyonu sonrasi, Ay,.=609.6 nm (D)
streptavidin baglanmasi sonrasi, Ana=636.6 nm (Haes ve Van Duyne 2002).
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Sekil 2.2. Nanosandviglerde ylik birikmesinin zamana karsi grafigi (Zareie vd. 2008)
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Sekil 3.1. MEO,MA and OEGMA monomerlerinin RAFT teknigi ile kopolimerizasyonu semasi.
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Sekil 3.2. Kopolimerlerin tiyol ug-grup ile modifiye edilmesi reaksiyonu.
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Sekil 3.3. Kopolimerlerin fosfat ug-grup ile modifiye edilmesi reaksiyonu.

Sekil 3.4. Kopolimerlerin silan ug-grup ile modifiye edilmesi reaksiyonu.
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Sekil 3.5. Nanokure litografisi (NSL) ile nanosandvig dizileri hazirlama yénteminin sematik gésterimi. (A)
polistiren tanelerin dénel kaplamasi, (B) metallerin birikimi, (C) kaldirma, (D) tek altigen nanosandvi¢

dizisi
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Sekil 4.1. PT-1 kodlu kopolimerin (Tablo 4.1) PDS modifikasyonu éncesi (alt) ve sonrasi (Ust)

'H NMR spektrumlari.



Sekil 4.2. PT-1 kodlu kopolimerin (Tablo 4.1) DEBrPP modifikasyonu 6ncesi (alt) ve sonrasi
(Uist), ve DEBrPP bilesiginin (en iist) "H NMR spektrumlari.
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Sekil 4.3. PT-1 kodlu kopolimerin (Tablo 4.1) DEBrPP ile modifikasyonu ve saflastirma
sonrasi >'P NMR spektrumu. Icteki spektrum DEBrPP bilesigine aittir.
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Sekil 4.4. Ust spektrum: CITESi bilesiginin 'H NMR spektrumu; Alt spektrum: PT-1 kodlu
kopolimerin (Tablo 4.1) CITESi ile modifikasyonu ve saflastirma sonrasi alinan '"H NMR

spektrumu.
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Sekil 4.5. RAFT, PDS, fosfonat ve trietoksisilan u¢ gruplarina sahip PT-3 kodlu kopolimerin
(Tablo 4.1) sicaklik duyarli davraniglari.
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Sekil 4.6. (A) 500 nm capinda polistiren kurelerin altigen siki istif dizisinin SEM goéruntisa.

Panel A'nin icindeki ek gorintd, 1.5x1.5 ym tarama alani ile yiksek ¢6zunUrlikte AFM
gOruntasidir. (B) Nanopargacik dizilerin SEM goérintisid. Panel B’nin igindeki ek gorinti
800x800 nm'deki yiksek c¢ozundrliokte AFM goruntisiddr. (C) Cam Uzerinde Au
nanoparcgacik dizilerinin LSPR kayma spektrumlari. Spektrumlar, 200 £ 5 nm sabit ¢aph ve
degisen kalinliklarda nanopargaciklara aittir (1) 50 nm, Ana= 739,1 nm; (2) 30 nm, Apa=
763,9 nm; (3 ) 20 nm, Apnax= 794,7 nm. (D) Silikon alttas Ustiinde olusturulmus Au tek tabaka
nanoparc¢acik dizisinin 700x700 nm'deki yiksek ¢ozinurlikte AFM goruntisa.



T0BiTAK

G

Excitation

B kR kB or E

Excitation

E

£ ™ e = =

Wavelength (nm)
Sekil 4.7. Silikon alttas Ustiinde olusturulmus (A) Au tek tabaka nanoparcgacik dizisinin ve (B)
Au / Al,O3/ Au nanosandvig dizisinin AFM goruntuleri; (C) Cam Uzerinde olusturulmus (a) 50
nm Au nanopargacik dizisi, Anax= 700 nm ve (b) 20 nm Au/ 20 nm Al,0s/ 20 nm Au
nanosandvi¢ dizisi, Anax= 835 nm. D) Cam Ulzerinde olusturulmus (a) 50 nm Au nanoparcgacik
dizisi, Amax= 712 nm ve (b) 20 nm Au/ 20 nm HfO,/ 20 nm Au nanosandvi¢ dizisi, Ana= 898
nm.
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Sekil 4.8. Cam Ustiinde olusturulmus Ag tek tabaka nanoparcgacik dizisinin NSL’de kullanilan
PS mikroklre gapina gore LSPR spektrumlari: (A) 0.5 pm PS; Anax= 569 nm. (B) 1 ym PS
Amax= 880 nm.
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Sekil 4.9. (A) 20 nm Au / 20 nm Al;O3/ 20 nm Au nanosandvig dizilerinin Au katmaninin tiyol
ug gruplu polimer (PT-2, tiyol uclu, Tablo 4.1) ile modifikasyonunun sematik gdsterimi. (B)
Modifikasyon 6ncesi ve (C) sonrasi silikon Ustliinde hazirlanmis nanodizilerin tiklamali modda
AFM ile alinmig goérintileri. I¢ gorintiler 1.5 ym x 1.5 um ¢dzinirliklidir. (D) Cam
Uzerinde hazirlanmis nanodizilerin modifikasyon (a) 6ncesi (Amax= 832.24 nm) ve (b) sonrasi
(Amax= 849.66 nm) LSPR kaymalari.
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Sekil 4.10. (A) 20 nm Au / 20 nm Al,O3/ 20 nm Au nanosandvig dizilerinin Al,O3 katmaninin
fosfonat ug gruplu polimer (PT-2 kodlu, fosfonat uglu, Tablo 4.1) ile modifikasyonunun
sematik gdsterimi. (B) Modifikasyon 6ncesi ve (C) sonrasi silikon ylzey Ustiinde hazirlanmis
nanodizilerin tiklamali modda AFM ile alinmis gérintileri. i¢ géruntiler 1.5 ym x 1.5 pym
¢6zunurlikludur. (D) Cam Uzerinde hazirlanmis nanodizilerin modifikasyon (a) dncesi (Amax=
836.6 nm) ve (b) sonrasi (Amax= 843.13 nm) LSPR kaymalari.
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Sekil 4.11. Cam Uzerinde hazirlanmig 20 nm Au / 20 nm HfO, / 20 nm Au nanosandvig
dizilerinin HfO, katmaninin silan ug¢ gruplu polimer (PT-6, silan u¢ grup, Tablo 4.1) ile
modifikasyonu (a) oncesi (Anax= 918.8 nm) ve (b) sonrasi (Amax= 928.8 nm) LSPR

spektrumlari.
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Sekil 4.12. SPR sensogrami: (a) ultra saf su enjeksiyonu (200 pl/dk, 10 dk), (b) DeBrPP
enjeksiyonu (100 pl/dk, 30 dk), (c) ATES enjeksiyonu (100 pl/dk, 30 dk), (d) tiyol u¢ gruplu
polimer enjeksiyonu (100 ul/dk, 30 dk). Fonksiyonel gruplarin konsantrasyonu 0.01 mM’da

sabit tutulmustur.
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Sekil 4.13. (A) Al,O; ve (B) HfO, tek katmanl nanodiziler ile tiyol fonksiyonel polimerin

inkiibasyonu sonrasi alinmig Raman spektrumlari.
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Sekil 4.14. (A) 20 nm Au / 20 nm Al,O3/ 20 nm Au nanosandvig dizilerinin tiim katmanlarinin
tiyol ve fosfonat ug gruplu polimerler (PT-2 fosfonat ve PT-6 tiyol u¢ gruplu polimerler, Tablo
4.1) ile modifikasyonunun sematik gosterimi. (B) Modifikasyon éncesi ve (C) sonrasi Si
Ustiinde hazirlanmis nanodizilerin tiklamali modda AFM ile alinmis goérintileri. i¢ gérintiler
1.5 um x 1.5 ym ¢oézunarldkltdir. (D) Cam Uzerinde hazirlanmis nanodizilerin modifikasyon
(a) oncesi (Amax= 831.37 nm) ve (b) fosfonat ug gruplu polimerle (A= 838.78 nm) ve takiben
(c) tiyol ug gruplu polimer (Anax= 853.13 nm) ile inkiibasyonu sonrasi LSPR kaymalari.
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Sekil 4.15. Silikon ylzey uzerinde hazirlanmis 30 nm Au / 30 nm HfO, / 30 nm Au
nanosandvi¢ dizilerinin tim katmanlarinin tiyol ve silan u¢ gruplu polimerler (PT-6 kodlu, silan
ve tiyol uclu polimerler, Tablo 4.1) ile (A) modifikasyon 6ncesi SEM ve (B ve C) modifikasyon
sonrasi SEM ve cekic mod AFM goruntuleri. (D) Cam Uzerinde hazirlanmis nanodizilerin
modifikasyon (a) oncesi (Amax= 723 nm), (b) silan ug¢ gruplu polimerle (Amax= 734 nm) ve
takiben (c) tiyol ug gruplu polimer (Anax= 746 nm) ile inklbasyonu sonrasi LSPR kaymalari.
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Sekil 4.16. Tiyol, fosfonat ve silan ug¢ gruplu polimerler ile modifiye edilmis (A) 20 nm Au / 20
nm Al,O3/ 20 nm Au ve (B) 20 nm Au / 20 nm HfO, / 20 nm Au nanosandvig yuzeylerin XPS
spektrumlari. Ust spektrum (A) sadece fosfonat ve (B) sadece silan ug gruplu polimer ile
modifikasyon sonrasi. Orta spektrum tiyol u¢ gruplu polimer ile modifikasyon sonrasi. Alt
spektrum (A) fosfonat + tiyol ve (B) silan + tiyol ug gruplu polimerler ile modifikasyon sonrasi.
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Sekil 4.17. (A) Tiyol u¢ gruplu polimer (PT-6 tiyol uglu polimer, Tablo 4.1, LCST= 51.5°C,
Meec= 3.2 kg/mol) ve biyotin ile iglevsellestiriimis nanosandvi¢ dizisine sicaklik kontrolll
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olarak SA’'nin bagdlanmasinin sematik olarak gésterimi. a- Nanosandvi¢ ylzeyinin polimer
zincirleri ve biyotin molekdlleri ile islevsellestiriimesi, b- ortam sicakliginin kullanilan polimerin
LCST degeri Ustine cikarilarak ylzeydeki biyotinler ile c¢ozeltideki SA molekillerinin
etkilesmesinin saglanmasi. (B) Nanosandvic¢ ylzeylerin polimer + biyotin ile modifikasyonu
dncesi ve (C) sonrasi tiklamali mod AFM gérunitleri. (D) LSPR Olglimleri: nanosandviglerin
polimer + biyotin ile modifikasyonu (a) 6ncesi ve (b) sonrasi, (c) oda sicakliinda SA ile
inkilbasyon sonrasi. (E) LSPR Olgiimleri: nanosandviglerin polimer + biyotin ile
modifikasyonu (a) 6ncesi ve (b) sonrasi, (c) iglevsellestiriimis nanosandviglerin 55°C’ye
isitimasindan sonra, (d) 55°C’'de SA ile inkiibasyon sonrasi. (F) LSPR Olglimleri:
nanosandviclerin sadece polimer ile modifikasyonu (mavi pik) oncesi ve (yesil pik) sonrasi,
(kirmizi pik) sadece polimer ile islevsellestiriimis nanosandviclerin 55°C’ye isitiimasindan

sonra, 55°C’de SA ile inkibasyon sonrasi.
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Sekil 4.18. A) Fosfonat u¢ gruplu polimer (PT-2, Tablo 4.1, LCTS= 35.6 °C, Mngpc= 3.2
kg/mol) ve dAg ile islevsellestiriimis 30 nm Au / 30 nm Al,O3 / 30 nm Au nanosandvig dizisine
sicaklik kontrolli dTg baglanmasinin LSPR ile analizi. Nanosandviglerin polimer + dAg ile
modifikasyonu (a) éncesi (Amax= 780 nm) ve (b) sonrasi (Amax= 818 nm), (c) islevsellestiriimis
nanosandviglerin 42°C’ye isitimasindan sonra (Ama= 833 nm), (d) 42°C’de dTg ile
inkibasyon sonrasi (Amax= 872 nm). B) Kontrol deneyi LSPR &lgumleri: nanosandviglerin
sadece polimer ile modifikasyonu éncesi (kirmizi pik) ve sonrasi (mavi pik), sadece polimer
ile islevsellestiriimis nanosandviclerin 42°C’ye isitiimasindan sonra, 42°C’de dTg ile

inkiibasyon sonrasi (yesil pik).
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Sekil 4.19. Coklu biyotanima olayinin LSPR ile analizi. Kirmizi  spektrum:
fonksiyonellestiriimemis 30 nm Au / 30 nm Al,O3; / 20 nm Au nanosandvi¢ dizisi, Ana= 768
nm; Mavi spektrum: fosfonat ucgruplu polimer (PT-2, Tablo 4.1, LCTS= 35.6 °C, Mngpc= 3.2
kg/mol) + dAg karisimi ile Al,O3 ara katmaninin modifikasyonu, Amax= 774 nm; Yesil spektrum:
tiyol u¢ gruplu polimer (PT-6, Tablo 4.1, LCTS= 51.5 °C, Mngpc= 3.2 kg/mol) + biyotin
karigsimi ile Au katmanlarin modifikasyonu, Ayex= 782 nm; Siyah spektrum: tim katmanlari
foksiyonellestiriimis nanosandviglerin 42°C’de dTs ve SA karisimi ile inklibasyonu sonrasi,
Amax= 789 nm; Pembe spektrum: tim katmanlari foksiyonellestiriimis ve 42°C’de dTg
bagdlanmis nanodizilerin 55°C’de dTgve SA karisimi ile inkiibasyonu sonrasi, Amax= 819 nm.
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Sekil 4.20. Coklu biyotanima olayinin LSPR ile analizi. A) Yesil spektrum:
fonksiyonellestiriimemis 30 nm Au / 30 nm HfO, / 30 nm Au nanosandvi¢ dizisi, Ana= 714
nm; Pembe spektrum: silan uggruplu polimer (PT-3, Tablo 4.1, LCTS= 44.9 °C, Mngpc= 4.4
kg/mol) +GLT karisimi ile HfO, ara katmaninin modifikasyonu, Ama= 721 nm; Siyah
spektrum: tiyol u¢ gruplu polimer (PT-6, Tablo 4.1, LCTS= 51.5 °C, Mngpc= 3.2 kg/mol) +



Y.
biyotin karisimi ile Au katmanlarin modifikasyonu, Amax= 731 nm; Kirmizi spektrum: tim
katmanlari foksiyonellestiriimis nanosandviglerin 50°C'de GST ve SA karisimi ile
inkiibasyonu sonrasi, Anax= 735 nm; Mavi spektrum: tim katmanlari foksiyonellestirilmis ve
50°C’de GST baglanmis nanodizilerin 55°C’de GST ve SA karisimi ile inkiibasyonu sonrasi,
Amax= 755 nm. B) LSPR ol¢tmleri: nanosandviglerin modifikasyonu éncesi (kirmizi pik, Anax=
714 nm) ve sonrasi (silan ug gruplu polimer + GLT ile modifikasyonu sonrasi, yesil pik Amax=
721 nm, ve tiyol ug gruplu polimer + biyotin ile modifikasyon sonrasi, mavi pik Ayax= 731 nm),
islevsellestirilmis nanosandviglerin oda sicakhdinda, GST ve SA ile 30 dakika inkiibasyon
sonrasi (siyah pik, Anax= 731 nm). C) Kontrol deneyi LSPR dl¢imleri: nanosandviglerin
modifikasyonu éncesi (kirmizi pik, Amax= 723 nm) ve sonrasi (tiyol ug gruplu polimer, mavi pik
Amax= 732 nm), sadece polimer ile islevsellestiriimis nanosandviglerin 55°C’de, GST ile 30

dakika inklbasyon sonrasi (siyah pik, Amax= 733 nm).
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Sekil 4.21. Au/Al,O3/Au nanosandvigleri igin piklerin arasindaki uzakhigin frekans ile degisimi.
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Sekil 4.22. Au/HfO,/Au nanosandvigleri igin piklerin arasindaki uzakhgin frekans ile degisimi.
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Sekil 4.23. Nanosandvicin sematik gosterimi (Au/ HfO,/ Au). Kalinlik= 60 nm, yikseklik= 240
nm ve genislik= 170 nm

Sinir Frekansi 2000 1/s
Direng 10000000 Ohm
Deneysel Kapasitans 7.96178E-12 Farad

0.007961783 nF
7.961783439 pF

Teorik Kapasitans

Alan 8.16E-10 m2 EO 8.854E-12
Dielektrik Kalinhk 20 nm m 0.00000002
Relatif Gegirgenlik 9.4 sl
Kapasitans 3.39569E-12 F

0.003395686 nF
3.39568608 pF

Sekil 4.24. Gergek ve teorik kapasitans degerlerinin hesaplanmasi.
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ile Uretilmigtir. Sandvig-benzeri nanoyapilar, metal-yalitkan-metal i¢ll tabakalardan
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glutatiyon S-transferaz biyotanima olaylarini agikga gostermistir.
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endustrilerde dogrudan uygulamalari olacak yeni ve iyilestiriimis biyosensdrlerin
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