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Diger yuksek ¢ozunurluk teknikleri ile karsilagtiriidiklarinda, AKM’lerin en 6nemli
Ozelliklerinden birisi sivi igerisinde goruntu alabilme yetenegidir. Ancak sivi
icerisinde goruntu alabilme ambiyant kosullara gore ¢ok daha zordur, ¢inku sivi
yuzeyi lazer 1sin1 yansimasina neden olmaktadir ve kantileveri akustik olarak
titrestirmek sivi igerisinde zordur. Ayrica Ornek alttag yuzeyine sikica
tutturulmahdir ve sivi hucre igerisindeki hava kabarciklari ve sivi kaybi iyi bir
yalitim ile minimize edilmelidir. Bu tarz engellerin Ustesinden gelebilmek igin bu tez
kapsaminda ilk olarak Nanomanyetik Bilimsel Cihazlar tarafindan uretilmig olan
AKM cihazinda mekanik, optik ve elektronik olarak optimizasyon calismalari
gerceklestirilmis ve bu kapsamda iki prototip gelistiriimistir. ilk prototip gelistirilirken
mekanik engeller ortadan kaldiriimis ve sivi hucre igerisinde mikron ve submikron
skalada cesitli biyolojik 6rneklerin goruntuleri kaydedilebilmigtir. Bu ¢alismalarda
varolan sivi hucre, kantilever tutucu tasarimi ve kullanilan malzemeler literatar
verileri 1s1ginda degistiriimigtir. Daha sonra sivi igerisinde gercek atomik ¢ozurluk
elde edilebilen AKM gelistiriimesi i¢in optik yolakta ve AKM elektronik dizeneginde
iyilestirme caligsmalari gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalar neticesinde kantilever sivi
icerisinde, istenmeyen frekans egrilerinden kacginilarak dogru merkez frekans
edrisinde titregtirilebilmis ve ayni zaman da duzgun bir rezonans egrisi
kaydedilebilmistir. Bu sekilde gelistirlen AKM ile kantileverin rezonanstaki termal
olarak titresiminin giiriiltii tabanlar sirasi ile havada 19.24 fm/\Hz, sivida ise
28.43 fm/VHz olarak dlgiilmistiir ve atomik skalada yuksek ¢ozunarlik goruntuleri
kaydedilmistir.

Tez calismasinin ikinci ve son kisimlarinda AKM'yi ¢ok kuvvetli bir karakterizasyon
cihazi haline getiren kuvvet spektroskopi galismalari gergeklestirilmistir. Hucrelerin
yuzeyinde bulunan farkli reseptor ve proteinlerin ilgili ligandlari ile etkilesimleri,
hdcresel yapilanmayi ve hucrelerin birbirleri ile olan iligkilerini énemli olgude
etkilemektedir. Bu etkilesimlerin ¢ok daha detayli ve tek molekul duizeyinde
anlasilmasi, gunumuzde molekuler biyoloji ve biyofizik galigma alanlarinin en
onemli sorularindandir. Kuvvet spektroskopisi, reseptor-ligand etkilesimlerini,
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uygun fizyolojik kosullarda pikonewton duzeyinde Olgebilen oldukga hassas bir
karakterizasyon teknigidir. Yalniz bu etkilesimlerin dlg¢ulebilmesi ve AKM igne
ucunun hassas bir sensor gibi davranabilmesi i¢in, ucun cgesitli kimyasal gapraz
baglayicilar ile modifiye edilmesi gerekmektedir. Tez kapsaminda AKM ucu
modifikasyon c¢alismalari gergeklestiriimis ve cesitli yontemler denenerek
kalibrasyon calismalari  gergeklestiriimistir.  Validasyon c¢alismasi olarak
streptavidin-biyotin spesifik baglanma c¢alismalari model olarak kullaniimistir. Bu
calismalar lizozim baskilanmig polimer ile lizozim arasindaki baglanmalar
kaydedilerek sonuglandiriimistir. Tezin son asamasi olarak AKM’nin biyomedikal
uygulamalarina ornek teskil edecek ostesarkoma benzeri hicrelerin substrat ve
inkibasyon giinlerine bagli olarak elastisite tayinleri yapilmistir. Orneklerin elastik
modulu ve sertlikleri AKM’lerin nanoindentasyon 0Ozelligi ile tayin edilebilmektedir.
Bu Ozellik sayesinde bu calisma kapsaminda SaOS-Il hucrelerinin mekanigi
hakkinda kantitatif bilgi edinilmis ve c¢esitli parametrelere bagli olarak hucre
elastisite ve mekanigi Uzerindeki degisim karsilastirmalari yapilabilmistir.

Sonu¢ olarak tez caligmasinda gurulti kaynaklar minimize edilerek, akustik
titrestirme ve optik 1sik sagiimasi yontemi ile galisan kapali sivi hicre AKM
geligtiriimigtir. Gelistirilen sistemin hassasiyeti, tek molekul kuvvet spektroskopisi
ve nanoindentasyon c¢alismalari ile gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda
tez calismasi boyunca tasarlanan kapali sivi hucre AKM'sinin, biyolojik
molekullerin biribileri ile olan etkilegimlerini fizyolojik ortamlarda nano dlgeklerde
incelenebilmesinden dolayr temel bilimler ve tip alaninda kullanilabilecegi
ongorulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Atomik Kuvvet Mikroskopu, Kuvvet Spektroskopisi, Tek
Molekul Tayini, Nanoindentasyon
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DEDECTION AND CHARACTERIZATION OF BIOMOLECULES
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Demet CATCAT KAYIM
Doctor of Philosophy, Nanotechnology and Nanomedicine
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Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Memed DUMAN
Co-supervisor: Prof. Dr. Emir. Baki DENKBAS
May 2014, 134 pages

One of the most prominent features of AFM is its ability to operate under aqueous
solutions compared to other high resolution microscopes. However, imaging in
aqueous solutions is a more difficult process than imaging in ambient conditions,
because liquid surface causes refraction of laser beam and vibrating the cantilever
becomes more difficult due to acoustical resonances. In addition, sample should
be immobilized, air bubbles should be prevented and sealing is essential to avoid
liquid loss. In order to avoid these type of obstacles, in the scope of this thesis at
first mechanical, optical and electronic optimization studies of AKM, manufactured
by Nanomagnetics Scientific Instruments Ltd. $ti., were carried out and two
prototypes have been developed in this content . During the development of the
first prototype mechanical obstacles were eliminated and micron and submicron
scale images of the various biological samples could be recorded in the liquid cell.
In these studies, the existing liquid cell , kantilever holder design and materials
used were changed in view of the literature. As the second phase of this study,
true atomic resolution were obtained in liquid with new developments through
optical pathways and improvements in electronics assembly. As a result of this
study, kantilever could vibrated and also a resonance curve could be recorded
properly in the liquid, avoiding unwanted frequency curves towards the center
frequency of the curve. Thus with the developed AKM kantilever was thermally
vibrated at its center resonance frequency and noise floors were recorded as
19.24 fm / J Hz, 28.43 fm / / Hz was measured in air and liquid respectively, and
high-resolution images were recorded at the atomic scale.

In the second and final part of the thesis force spectroscopy studies, that makes
AFM a most powerful tool for characterization, were carried out . The interactions
between membrane proteins/receptors and their cognate ligands initiate most of
the cellular response and structural organization. The understanding of these
interactions in single molecule level is one of the most important challenges in
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molecular biology and biophysics studies. Force spectroscopy is extremely
accurate characterization technique that is capable of measuring receptor-ligand
interactions at pikonewton levels in appropriate physiological conditions. However
measuring those interactions and using AFM tip as a sensor, tip should be
modified with various crosslinkers with the help of chemical bonds. In the scope of
this thesis AFM tip modification was carried out and calibration tests was carried
out by using various methods. Validation studies as streptavidin-biotin specific
binding studies were used as templates. These studies with lysozyme imprinted
polymer binding between lysozyme have been recorded. As the final stage of the
thesis, as an example of AFM biomedical applications, determination of
osteosarcoma-like cells elasticity was carried depending on the substrate and
incubation days. The elastic modulus and hardness of samples can be assessed
by the nano-indentation feature of AFM. With this feature, quantitative information
about the mechanics of Saos - Il cells was obtained and cell mechanics and
elasticity changes based on various parameters could be compared in the scope
of this study.

To conclude, closed liquid cell AFM was improved with using acustic osilation and
optic light scattering with minimizing noise effects in this study. Single cell force
spectroscopy and cell elasticity measurements with nanoindentation were
completed with using sensivity of this system. To be capable of dedecting
interaction between each other biological molecules in physiological environment
with designed closed liquid cell high resolution AFM at nano scale, it can be
provided that AFM is usable for fundamental sciences and medicine.

Keywords: Atomic Force Microscopy, Force Spectroscopy, Single Molecule
Detection, Nanoindentation
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1.GiRIS
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AKM) genel olarak Taramal U¢ Mikroskoplari (TUM)
olarak bilinen mikroskop ailesinin en yaygin uyesidir. Bu mikroskoplar diger
mikroskoplar ile karsilastirildiginda ylzeye ‘bakmak’ yerine ‘hissetmek’ temeline
dayandiriimiglardir. Bu gorUntileme sistemlerinin buyutme arahgi, optik ve
elektron mikroskoplarinin buyutme araliklarinin ikisinide igerisine almaktadir.
Ayrica uygun kosullar saglandiginda atomik boyutlarda ¢ozunurlik elde etmek
mumkunduar. Atomik boyutta goruntu almaya imkan taniyan TUM’larin ilk Gyesi
Taramali Tunelleme Mikroskobu (TTM) , ‘Kuantum Tunelleme’ etkisi kullanilarak,
1981 yilinda gelistirilmistir [1]. Cok sivri bir ug ile iletken bir ylzey arasina gerilim
uygulanip, bir ka¢ atom c¢api mesafeye kadar yaklastirildiginda, ug ile yuzey
arasinda bir ‘elektron tunellemesi’ go6zlemlenmigtir. Aradaki mesafeye gore
akimdaki degisim gozlemlenerek, yuzeyin gekil O0zellikleri kolay bir sekilde agiga
cikarilabilmektedir. Bu bulus 1986 yilinda Binnig ve arkadaslarina Nobel fizik
odulint kazandirmigtir. TTM ile 6rneklerin yuzey iletkenlikleri ve elektron yapilar
incelenebilmistir. iletken olmayan érnekler igin ise yine Binnig ve ekibi 1986 yilinda
TUM’larin ikinci tyesi olan AKM’nin dogusunu anons etmiglerdir. Cok hassas bir
yay ile yuzey arasindaki kuvvet etkilesimlerinden kaynaklanan sapmalari dlgmeye
dayanan AKM [2], yalitkan, yari iletken, iletken, yansitici, 1sik gegiren vb, her tarlu
yuzeyi incelemeye imkan saglamistir. 1980’lerin sonunda ticari olarak piyasaya
surtlen AKM’lerin galigma mekanizmasi, Sekil 1.1’de sematik olarak gosterilmistir.
Bir yay ve ucunda bulunan sivri bir igneden olusan sensore dusurulen lazer 151G,
bir fotodedektor tarafindan algilanmakta ve sensor-yuzey etkilegimlerinden
kaynaklanan sapmalar olgulmektedir. Bu sensorlerde kuvvetin turevi, yayin titregim
frekansindaki kaymalar ya da titresim genligindeki degisimlerin elektronik olarak
Olgulmesi ile elde edilmektedir. U¢ yuzey ile gereken uzakhga erigtiginde, yuzey ile
uc arasindaki kuvvetler Hooke (F=-kx, k:yay sabiti; x: yer degistirme) yasasina
gore yayin sapmasina neden olmaktadir. Bu sapmalar olgulduginde bir kontrol
elektronigi ve yazihm aracihigiyla oOrnege ait istenilen Ozellikler ortaya
cikarilabilmektedir. Manyetik Ozellikler, elektrostatik 6zellikler, yuzeyin topografisi

ve atomik ¢ozunurluk elde edilebilmektedir.
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Sekil 1.1. AKM ¢alisma mekanizmasi.

TUM’larin, biyolojik sistemleri kendi dogal ortamlarinda gergcek zamanl olarak
molekuler veya altmolekller olarak goruntuleyebilme potansiyeli biyologlarin
ilgisini 1990’lardan bu yana onemli derecede c¢ekmistir. AKM’nin sivi igerisinde
goruntu alabilmesi de bu uygulamalarin en dnemlilerinden biridir. AKM’nin sivi
icerisinde goruntu alabilmesi 6zellikle biyoteknoloji ve tip alanlarinda ¢igir agmigtir.
Sivi hdcre ile 6rnegin tampon ¢ozeltisi igerisinde canli bir hticrenin goéruntisunun
alinabilmesi mumkuanddr. Sivi hucreler aclk ve kapall olmak Gzere ikiye
ayrilmaktadir. Agik sivi hicre sisteminde, ornek Uzerine dokulen sivi, ornek ile
cam arasinda sikigtirilarak sensorin sivi igerisinde kalmasi saglanir. Tarama bu
sekilde yapilir. Kapali sivi hlcre sisteminde ise sivi contali bir halka igerisine
hapsedilmektedir. Ornek, sivi hiicrenin igerisine yerlestirilir ve sensdr yukaridan

sivi igerisine girerek tarama iglemini gergeklestirir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Sivi hicre sistemi.




AKM’nin sivi igerisinde go6zlem vyapabilme ozelligi ilk defa 1987 vyilinda
gosterilmigtir [3]. Sivi olarak su yerine parafin yagi kullanilarak sodyum klortur
kristalleri  yuzeyi gozlemlenmigtir. 1988lerde  mikrofabrikasyon metodlari
kullanilarak kantileverler imal edilmesi [4], kantilever sapmasini tespit eden optik
demet saciimasi metodunun kullanilmasi [5], AKM’nin amino asit kristalleri [6], lipid
membranlari [7], biyomineraller [8], ve IgG [9] gibi biyolojik 6rneklerin
goruntilenmesinde kullanimini  desteklemistir. Bunun (zerine Hansma ve
arkadaslann hareket halindeki biyolojik orneklerin dinamik davraniglarini
gozlemleme girisiminde bulunmuslardir. Trombin aktivasyonu Uzerine fibrinojen
pihtilasma sirecini 1 dakikalik araliklar ile incelemislerdir [10]. izole edilmis
hdcreler Uzerine viral enfeksiyon suregleri [11], ve S-layer proteinleri Uzerine
protein baglanmalarinin gozlemlenmesi [12] yapilan farkli c¢alismalar olarak
kaydedilmistir. Bu zamanlarda sadece temasli mod ile galismalar yapildigindan
biyomolekuller kolayca yuzeyden ug vasitasi ile ayrilabiliyorlardi. Bu sartlarda bilim
adamlari yuksek ¢ozunurluk goéruntulerine yonelmislerdir. Engel ve arkadaslar
sabit kuvvet modunu kullanarak aciklik baglantilari (ing.:gap junctions) [13], E-coli
OmpF porin [14-15], kirmizi kan hUcrelerindeki aquaporin [16], ve bakteriorodopsin
[17-18] gibi membran protein sistemlerinin ylksek ¢ozunurluk goruntulerini

kaydetmislerdir.

1993 yilinda tiklamali modun icat edilmesinden sonra [19], bu Ozellik ile sivi
ortamda calismalar hizla artmaya baglamistir [20]. Kantileveri titrestirmek igin
akustik yontem onerilmigtir [21]. Bu yontem daha sonra membran proteinlerinin
yuksek ¢ozunurluk goruntilerini almak icin kullaniimistir [22]. 1994’de, Bustamente
ve arkadaslari mika yuzeyi Uzerine DNA difuzyonunu [23] ve Lamda-Cro baglayici
uzerine DNA bukulmesini gozlemlemiglerdir [24]. Ayni zamanlarda Bezanilla ve
arkadaslari DNAz enzimi ile DNA yikilmini [25], DNA-RNA polimeraz birlegim
islemini goruntiilemislerdir [26]. iki grupta bu calismalara devam etmigler ve 30
saniyelik araliklar ile DNA ve RNA polimeraz arasindaki RNA transkripsiyon
reaksiyonunu [27] ve DNA zinciri boyunca RNA polimeraz difuzyonunu 1 boyutlu
olarak hizlandirilimig (ing.:time-lapse) goruntulemeyi basarmislardir [28]. Yapilan
yuksek ¢ozunudrlik gcaligmalarindan sonra 1995 yillarinda galigsmalarin daha hizli
olmasi yonunde adimlar atilmistir. Kisa kantileverler (23um-12um) [29] ve yuksek
hizli tarayicilar geligtirme yonune gidilmigtir. 1999 yilinda bu yeni tasarimlar ile 1.7
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saniyede DNA goruntusu Viani ve ark. tarafindan kaydedilmistir [30]. Takip eden
sene ayni grup GroES ve GroEL komplekslerinin olusumunu ve bozulumunu
goruntulemiglerdir [31]. 2001 yilinda Ando ve arkadaslari daha geligsmis bir sistem
ile tampon ¢ozeltisi igerisinde tek miyosin V molekulinian hareketini saniyede 10
gorunta ile gézlemlemislerdir [32-33]. Bu g¢alismalar gunimuze film hizinda AKM
olarak yansimigtir.

Son on sene igerisinde yapilan ¢alismalar baktigimiz zaman genelde tek molekdl
tayini [34], proteinlerin kivrimlarinin tanimlama bolgelerinin tayini gibi kuvvet
spektroskopisi galismalari [35], hucre goruntuleme calismalari [36] ve yuzeyin
kuvvet haritalandirma [37] calismalari yogun olarak literatirde gorulmektedir.
Ayrica kantileverler cesgitli biyomolekuller ile modifiye edilerek mekanik ve kimyasal
sensor olarak kullanimlarida sivi igerisindeki topografik goruntiuleme olmayan
uygulamalarindan bir digeridir ve spesifik ajan tayinide yodun olarak
calisiimaktadir [38-40].

Sunulan c¢alismada sivi ortamda yluksek ¢ozunurlukte c¢alisan AKM ile
biyomolekullerin yliksek hassasiyet ve kararlilikta kendi sivi fizyolojik ortamlarinda
ya da tampon ¢ozeltileri igerisinde goruntilenmesi ve karakterizasyon ¢alismalari

amaglanmistir.

Bu kapsamda ilk olarak yuksek c¢ozunurlikte sivi ortaminda c¢alisan AKM
duzenegini olusturabilmek icin Nanomanyetik Bilimsel Cihazlara ait AKM
kullanilarak optik ve mekanik problemler minimize edilerek, s6zi gegen
problemlerden kaynakli cihazda olugan gurulta seviyeleri minimuma indirilip atomik
¢ozunurluk elde edilmistir. Bu mikroskopta mekanik olarak guriltu seviyesini
minimize edebilmek icin kullanilan govde, sivi ortam yalitim malzemesi ve sivi
aktarim malzemelerinin optimizasyonu yapilmistir. Kapali sivi hucrede siviyi hicre
icerisinde tutmada kullanilan en énemli iki malzemeden birisi hava sivi ortamlarini
birbirinden ayiran cam, bir digeride contadir. Ayristirma caminin érnekten kopan
partikulleri tutmamasi, lazer hizmesini yansitmamasi ve maksimum duzeyde lazer
demetinin fotodedektore gecmesini saglamasi gerekmektedir. Bu yuzden camin
optimizasyonu ¢ok 6nemlidir. Sivinin tutulmasinda onemli bir diger malzeme olan
contanin sertligi ¢cok onemlidir ve tarayicinin Uzerine yerlestirildiginde tarama
alanina ve alinan goruntuye etkisi olmamalidir. Bu yuzden sertlik duzeyleri ve

kimyasal uygunluklari aragtirilarak uygun bir dizayn yapilmistir. Optik duzenekte
4



varolan gurulti problemini minimize edebilmek igin literatirdeki kaynaklardan da
[41-43] faydalanarak optimum seviyedeki lazer ve lazer siurucu duzenegi temin
edilmig ve kantileverden yansiyan 1sik demetini dedekte eden fotodedektor
duzenegide yine atomik ¢ozunurluge engel olmayacak sekilde optimize edilmistir.
Sivi igerisinde yayi titrestirmek problemlerden bir digeridir ve dogru titrestirebilmek
icin uygun bir yontem gelistiriimistir. Olusturulan bu duzenek kullanilarak farkli
kantileverler ile caligilp sistemin gurultt durumu tayin edilmis ve uygun
kantileverler ile atomik ¢ozunudrlikte goruntileme caligmalari gergeklestirilmistir.
Bu galismalarin sonucunda literatire yenilik kazandiracak bir ¢alisma olarak sivi

icerisinde kapali ortamda temassiz modda yuksek ¢ozunurlik giktilar alinmigtir.

Cahigmanin ikinci kisminda biyolojik numuneler ile yuksek ¢ozunurlukte goruntiler
alinmis ve karakterizasyon g¢alismalari olarak tek molekul kuvvet spektroskopisi ve
nanoindentasyon calismalari gergeklestiriimigtir. Karakterizasyon calismalarinda
biyomolekuller ile fonksiyonellestiriimis AKM uglari  kullanilarak  kuvvet-

yerdegistirme egrileri sayesinde reseptor ve ilgili ligandi iligkileri tanimlanmigtir.

Calismanin  son asamasinda AKM'nin mekanik sensor oOzelliklerinden
faydalanilarak, nanotubuler metal implant yapilarin hicrelerin biyomekanik
Ozellikleri Uzerindeki etkilerinin nanoindentasyon c¢aligmalari ile incelenmesi ve

canl hicreler tUzerinde elastisite tayini gergeklestirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Atomik Kuvvet Mikroskopu

2.1.1. Calisma Prensibi ve Temel Bilesenleri

Etkileyici ve sofistike ismine ragmen AKM’ler ylzey karakterizasyon cihazlari
icerisinde anlasiimasi ve kullaniimasi en kolay cihazlardan bir tanesidir. Eger bir
benzetme yapilmak istenirse gorme Ozurlu bir insanin elleri ile yuzeylere
dokunarak ve tarayarak ylzeyi hissetmesi ve dokundugu yuzeyin haritasini
zihninde U¢ boyutlu olarak tanimlamasi tam olarak AKM’lerin galisma mantigini
Ozetlemektedir. Bu insanin parmaklari gibi, sadece yuzeyin topografisini degil ayni
zamanda malzemenin yapisi ve karakteristigi, yumusak veya sert olusu, yapiskan
veya kaygan olusu gibi 6zelliklerininde anlasiimasini saglar. AKM ve bilesenleri
sayesinde arastirmaci malzeme hakkinda tim bu verilere sahip olabilir. Sekil

2.1’de AKM'nin temel bilesenleri sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. AKM temel bilesenleri.

AKM bilesenlerinden ilki ve tartismasiz en 6nemli pargasi ‘kantilever'dir. Kantilever
u¢c noktasinda mikrofabrikasyon ve oldukga keskin bir igne icermektedir. Bu
hassas ve ince parga, kolay kullanimi saglamak icin yine kendisi gibi
mikrofabrikasyon ile Uretilen SisNis c¢iplerin Uzerine monte edilmektedirler.
Kantilever, tarama boyunca ornek Uzerinde bir gramafon plagi Gzerindeki plak
ignesine benzer gsekilde, yukari ve asagi hareket eder. AKM'ye igne ve ornek
arasindaki kuvvetleri yuksek hassasiyet ile kaydetmesine olanak vermek
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acisindan, kantileverler tipik olarak ¢ok dusuk bir yay sabitine sahiptirler [44]. Sekil

2.2'de cgesitli kantileverlerin sekillerinin sematik gorantusu gosterilmektedir.

Sekil 2.2. Uggen ve dikdértgen kantilever sekilleri.

AKM’lerin en 6nemli ikinci bilegeni tarama mekanizmasidir. Sadece ¢ok keskin bir
igneye sahip olmak, onu 6rnek uzerinde dogru yere konumlandiramadiktan sonra
bir anlam ifade etmemektedir. Bu konumlandirma piezoelektrik donusturiculer
tarafindan gergeklestiriimektedir. AKM’lerde piezoelektrik seramik kullaniimaktadir.
Piezoelektrik seramikler fiziksel olarak sikigtirildiklarinda potansiyel fark
uretmektedirler. Bunun tam tersi durumunda yani potansiyel fark seramigin Gzerine
uygulandiginda ise piezoelektrik seramik geniglemektedir. Piezoelektrik davranis
Sekil 2.3'de gosterilmektedir. Bu hareket tekrar tretilebilmektedir ve adimlar dogru
surildigu takdirde atomik seviyelerdeki hassasiyetlere ulagilabilmektedir. Ornek
genelde piezoelektrik seramik parganin lizerine yerlestirilir. Ornegdin hareketi X,Y,Z
olmak Uzere Ug¢ yonde kontrol elektronigine iletilir. Bu sekilde u¢ neredeyse ornek
uzerine degecek sekilde konumlandinlabilir ve ¢izgi ¢izgi ileri ve geri taramalar

gerceklestirilebilir.

—>|H°-|<—

Sekil 2.3. Piezoelektrik davranis, voltaj uygulandiginda d»>d; (© 2010,
Peter Eaton and Paul West izni ile kullaniimistir.) [44].




AKM’lerin son bilegeni tayin mekanizmasidir. AKM ignesi ornek Uzerinde bir ugtan
digerine gecerken Ornegin U¢ boyutlu haritasinin ortaya ¢ikabilmesi igin
monitorlenmesi gerekmektedir. Monitorleme mekanizmalari icin  AKM’lerde
kullanilan c¢esitli yontemler vardir. Fakat en genel olarak kullanilan yontem optik
ISIn tayinidir. Lazer kaynagindan ¢ikan 1gik kantleverin arka noktasina odaklanir ve
oradan yansiyan 1sin fotodiyot dedektore dusdrulir. Modern AKM’lerde bu
pozisyon duyarli fotodedektérler genelde 4 bdlmeden olugmaktadirlar. igne ucu
tarama esnasinda ornek topografisine paralel olarak hareket ederken, yansiyan
lazer demetinin acgisi degisir, ve bdylece fotodedektor Uzerine dusen lazer
noktasida hareket eder. Dolayisiyla bu lazer noktasinin hareketi fotodedektor
bolmelerine dusen lazer i1sik siddetinde degisikliklere neden olur. Bu degisiklikler
neticesinde ignenin hareketlerindeki mekanik veri yanal ve dikey hareketleri
elektrik sinyalleri olarak kaydedilmektedir (Sekil 2.4).

fotodedektdr
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: kantilever
Ucun yanal hareketi

o lazer

~

fotodedektdr F kantilever
Ucun dikey hareketi i

Sekil 2.4. Dort bolmeli fotodedektor Uzerinde ucun yanal ve dikey hareketine gore
degisen lazer yansimasinin sematik gosterimi.

Ornek tarandiginda 6érnegin topografyasi igne ucu ve 6rnek arasindaki degisen
kuvvetlerden dolayi, kantilever sapmaktadir. Calisma modlarinda kantileverin
sapmasini muhafaza etmek icin onceden tanimlanmisg, 6rnegin ve ucun her
goruntileme noktasinda dogru yonlerde hareketine imkan veren bir kontrol
déngiisii bulunmaktadir. imajin olusturulabilmesi icin c¢alisma modlarinda geri

donusum mekanizmasi oldukga Onemlidir. Piezoelektrik tarayicilarin X)Y,Z



yonlerindeki yerdegisimlerinin kaydedilmesi ve goruntilenmesi neticesinde ornek

yuzeyinin u¢ boyutlu topografik goruntusua uretilir [45].

2.1.2. Ug ve Yuzey Arasindaki Etkilesim Kuvvetleri

Uc¢ yuzeyi taradiginda degisen kuvvetler esnek kantilevere yapisik olan igne ucu
tarafindan algilanir. Kantileverin itici ve gekici kuvvetleri tanimlamasina bagl
olarak degisik AKM c¢alisma modlari ile ornekleme gerceklestirilir. Kuvvet
mikroskopisinin icerdigi kuvvetler elektromanyetik orijinlidir. Farkl intermolekuler,
yuzey, ve makroskopik etkiler farkli mesafe ve geometri bagimhliklariyla birlikteki
etkilesimlere neden olmaktadir. Dig alanlarin yoklugunda havadaki baskin
kuvvetler van der Waals etkilesimleri, kisa mesafe itici etkilesimler, adhezyon ve
kapiler kuvvetlerdir. Sivida, iyonlarin ve elektrolitlerin varligi ile kati-sivi arayuzu
cift katman elektrik ve ¢6zme kuvvetleri gibi ek kuvvetlerin varligina neden
olmaktadir. Bu kuvvetlerden bazilari cekici bazilari ise itici kuvvetlerdir. Bazi
durumlarda, etkilesim kuvvetleri salinimlar gosterebilir. Elektrostatik etkilesimlerin
itici ve cekici karakteristigi, iyonik gucun degisimine bagh olarak sivi igerisinde
degisiklik gosterebilir.

2.1.2.1. Van der Waals Kuvvetleri

Klasik modele gore, madde igerisindeki elektronlar devamli ve oldukga hizli
hareket etme egilimindedirler. Zamanin konvansiyonel peryotlarinda ve anlik
zaman dilimlerinde, madde elektrik yukunun dagilimi, elektronlarin simetrik
olmamasindan dolayi elektriksel olarak nétral gorinebilir. Bu durum ‘dipol’ yada
‘multipol’ adi verilen dengesiz yuk dagihmina neden olmaktadir. Dolayisiyla her
molekul sahip oldugu elektron sayisina bagh olarak anlik zaman dilimlerinde
birbirinden farkl yuk dagilimi gostermektedirler. Bir molekuldeki yuk dengesizligi,
komsusundaki benzer dengesizligi elektriksel olarak indukler. Net sonug olarak, bir
molekulin neredeyse pozitif sonu, diger komsu molekulun negatif sonunu geker,

bu durum van der Waals kuvvetinin temelini olusturmaktadir [46].

U¢ ve ornek arasindaki kuvvet yerdegisimi iligkisinin g¢ekici ve itici kisimlarini
modellemek mumkundur. U¢ ve ornek arasi mesafe (r) degistiginde, matematiksel
olarak cift-potansiyel enerji fonksiyonu E°" (r) olarak tanimlanan potansiyel
enerjileride degismektedir. Lennard-Jones fonsiyonu, ¢ok iyi bilinen ‘Mie’ gift-

potansiyel enerji fonksiyonun 6zel durumu, bu davranisi modellemek igin kullanilir.



ES™ (r)= 4¢ [(%)12 _(2)6] [2.1]

"
Esitlik 2.1’de, € ve 0 malzemeye bagli sabitlerdir. € yaklagik olarak igerigindeki
atomlarin gapina esittir, ve bazen ‘siki kure gapi’ olarak tanimlanir. Sekil 2.5 iki
atom arasindaki cift-potansiyel enerji degisimini géstermektedir. 1/r'? terimi kiigik
ayrimlardaki E"(r) ierisindeki dik artislari tanimlamaktadir. Ornegin Pauli dislama
ilkesine gore r < o oldugunda atomlar birbirlerini sert¢e iterler. Van der Waals
kuvvetlerinin etkin oldugu bdlgelerde, goreceli buyuk ayirimlarda, cekici
davranislarda,1/r® terimi daha yavas degisimden sorumludurlar.
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Sekil 2.5. Lennard-Jones fonksiyonu tarafindan tanimlanan iki atom arasindaki
ayirm, (r), ile es-potansiyel enerjinin, ES", sematik olarak gdsterimi (© 2010,
Imperial College Press izni ile kullaniimistir) [45].

Atomlar veya molekuller arasi itici kuvvetler Pauli ve iyonik itimden
kaynaklanmaktadirlar. Fakat, iki nesne arasindaki kontak alani yuzlerce veya
binlerce atom icermektedir, efektif itici kuvvetin tanimi kontak mekanik modeller

tarafindan acgiklanmaktadir [47].

2.1.2.2. Kapiler Kuvvetler

Ambiyant ortamda, su aniden hidrofilik yuzey acikliklarinda yada gézeneklerinde
yogusur. Kapiler yogusma sivinin buhar basincini onun yogusma formundaki
egrisine baglayan termodinamik bir suregtir. Bu durum Kelvin esitligi ile
aciklanmaktadir [47].

RyTlog ="V, 2.2
Kelvin yarigapi rc meniskusun boyutu hakkinda bilgi vermektedir.

10



1 1 1
—=—+— [2.3]
Tk 71 %)
Ry= gaz sabiti,

yL= sivinin yuzey gerilimi,

P= esas buhar basinci,

Po= saturasyon buhar basinci,
Vm=sivinin molar hacmi,

rive r, = meniskus kavisinin yarigaplari,

Su buharlasmasi durumunda P/Py bagil nem oranina esittir. Meniskus i¢erisindeki
basing, digariki basingtan daha yuksektir. Young Laplace esittligi meniskus
arayuzu boyuncaki basing degisimini vermektedir.

P =y, (F+7) [2.4]
Yukaridaki esitlik meniskis olusumuna bagh adhezyon kuvvetlerinin
hesaplanmasini saglamaktadir. Kapiler kuvvetler interfaz geometrisine baghdir.
Yuzey ve sivi arasindaki temas agilarinin belirlenmesi gerekmektedir. Genel
olarak duz bir yuzey ve ucun arasindaki kapiler kuvvet Israelachvili [1] tarafindan
asagidaki esitlikler ile tanimlanmiglardir [48].

__4mRy| cos6

F. =
cap 1+d/dg

[2.5]

Sekil 2.6. Kapiler kuvvetlerin hesaplanmasindaki agilarin ve uzakliklarin tanimi (©
2010, WILEY-VCH Verlag & Co. KGaA, Boschstr. 12, 69469 Weinheim, Germany
izni ile kullanilmistir) [49].

2.1.2.3. Sivi igerisinde Etki Eden Kuvvetler
Uc ve ornegin ikiside sivi igerisine batirildiginda Uzerlerine etki eden kapiler
kuvvetler yok olur. Fakat sivinin kati yuzeyler ile etkilesimi, ¢6zUnim ve

elektrostatik ¢ift tabaka kuvvetleri gibi diger kuvvetlerin olugsmasina neden
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olmaktadir. Kati ylzeyler polar sivilar ile temas ettiklerinde yuklenirler (Sekil 2.7).
Sivi igerisindeki ylzey atomlarinin kopmasindan veya solusyondaki serbest
iyonlarin  yluzeye yapigmasindan dolayr yuklenirler. Yukleme sirecinin
bagimsizligiyla birlikte, yuzey yuku sividaki egit ve zit yuk dagiliminin varligiyla
telafi edilir. Elektrik cift tabakanin uzantisi iyonlarin sivi igerisinde varolan
konsantrasyon ve valansina baghdir. Yaklagik olarak 0.2 nm ve 10 yada 100 nm
arasinda degisiklik gosterebilir. Elektriksel alan farkli isaretlerdeki iyonlarin yuzeye
yapismasi ve sivi igerisinde dagiimasinin ¢ézUnmus iyonlari yuzeye geri cekmesi
neticeside olugmaktadir. Fakat bu kuvvet kati yuzey boyunca yuk dagilimini
destekleyen entropi ile dengelenmektedir. Uzun aralik elektrostatik etkilesimler,
tampon c¢oOzelti icerisindeki iyon konsantrasyonlari degistirilerek gosterilmigtir

[50,51].
& = @!
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® ®
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Sekil 2.7.Elektriksel ¢ift tabaka katmanlarinin sematik gosterimi (© 2010, WILEY-
VCH Verlag & Co. KGaA, Boschstr. 12, 69469 Weinheim, Germany izni ile
kullaniimigtir) [49].

Sivida ¢ift tabaka kuvvetleri ve van der Waals kuvvetleri Derjaguin Landau Verwey
Overbeek (DLVO) teorisinin temellerini olusturur [52,53]. DLVO teorisinin AKM
Olcimlerine uygulanmasi Butt ve ark. tarafindan agiklanmigtir [48].

Klresel ug ve duz bir yazey igin DLVO kuvveti Esitlik 2.6 ile aciklanir.

HR

4TR
Fprvo = gigoatas/lnexp(d/ﬂp) od?

[2.6]

Ap=Debye uzunlugu,
€= ortamin dielektrik sabiti, eg= bagimsiz uzayin dielektrik sabiti,
o= ucun yuzey yuk yogunlugu, os= drnegin yuzey yuk yogunlugu,
H= Hamaker sabiti,
R= ucun yarigapl,
d= ug ile yuzey arasi uzaklik.
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topografyasi kaydedilir.

Sivi igerisinde farkli gozme kuvvetleri ve hidrasyon kuvvetleri gibi farkli kuvvetlerde
etki etmektedir. Cozme kuvvetleri u¢ ve ylzey arasinda osilasyona neden

olabilmektedir. Fukuma ve ark. [54] sivi igerisinde pikden pike olan kuvveti 0.25
nm uzerinde 0.2 nN dagildigini raporlamislaridr.

2.1.3. Goruntuleme Modlari

AKM’lerin statik ve dinamik olmak Uzere iki temel calisma modu mevcuttur.
Temasli modda kantilever 6rnek ylzeyi boyunca suruklenir ve yuzey egilimleri
kantileverin sapmasi olarak direk kaydedilir. Temassiz ve tiklamali modlarda ise,
kantilever piezoelektrik bir donusturicu vasitasiyla temel rezonans frekansina
yakin bir yerde titregtirilir. Ug ve Ornek arasindaki etkilesim kuvvetlerine bagli
olarak AKM, salinim genligi, faz ve rezonans frekansindaki degisimleri hesaplar.

Salinimdaki bu degigiklikler 6rnegin karakteristigi hakkinda bilgi vermektedir (Sekil
2.8).

kuvvet

? itici kuvvetler
Temasli Mod

A

Ug ile 6rnek arasindaki mesafe

\
|
|
|
|
|
1
\
\
T
\
\
1

-
-

/
\ ’ s
\ A Cekici kuvvetler
\\ y
A J \’/

Tiklamali Mod
—>

Sekil 2.8. AKM galisma modlarina gore ornek ile ylizey kuvvetleri arasindaki
etkilesim kuvvetleri degigimi grafigi.

2.1.3.1. Temash Mod

Sabit kuvvet modu olarakta anilan temasli mod AKM’nin ilk olarak kesfedilen
c¢alisma modudur. Ug yuzey ile direk temas kurar ve kantilever sapmasi tarama
esnasinda geribesleme devresi ile sabit tutulur. Goruntudeki renk kontrast farklar
ornek ile u¢ arasindaki kuvvetin degismesine ve kantileverin yay sabitine baglidir.
Ornek topografyasina bagl olarak kantileverde ve dolayisiyla fotodedektor (izerine
dusen lazer 1s1ginda sapma olmaktadir. Bu sekilde elde edilen sapmalar ile ylizey

Yuzeye yakinlastikga c¢ekici kuvvetler daha gug
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kazanmaya bagslayacaktir ve ucun oOrnek ylzeyi tarafindan ani c¢ekilmesi
kacinilmaz olacaktir. Dolayisiyla goruntu Uzerinde bu etki ile kargilagsmamak icin
temasli modda itici aralikta ¢alisiimaktadir.

Yuzey Uzerine ¢ok yakin olarak tarama yapmak yirtilma kuvvetlerinin olusumuna
neden olabilmektedir. Bu durum biyomolekuller ya da hucreler gibi yumugak ornek
yuzeyleri Uzerinde tahribata neden olacaktir. Bu tahribati minimize edebilmek igin
yay sabiti pikonewton seviyelerinde olan esnek kantileverler tarama igin
kullaniimaktadir.

ideal sartlar saglandiginda havada ve sivida kontak mod ile mika ve HOPG gibi

yuzeylerde atomik ¢ozunurlik elde edilmesi mumkundur [55-56].

2.1.3.2. Tiklamal Mod

Cogdu ornek ylUzeyi Uzerinde hava ortaminda sivi meniskus tabakasi olusturur.
Sonug olarak kisa mesafe kuvvetleri ug yuzeye ¢ok yakin iken tanimlamak ve ayni
zamanda ucun yuzeye yapismasini engellemek temassiz mod igin oldukg¢a zordur.
Tiklamali mod bu duruma ¢6zum olarak gelistirilmistir [57]. Sert bir kantilever
yukari ve asagl dogru rezonans frekansina yakin bir yerde osilasyon yapacak
sekilde titrestirilir (Sekil 2.9).

Cekici T ilie
kuwvetler : s, Kuwvetler

O
frekans

(@) (b)

Sekil 2.9. a) Osilasyona bagh kantilever yerdegisimi, b) frekans kaymasi (© 2010,
WILEY-VCH Verlag & Co. KGaA, Boschstr. 12, 69469 Weinheim, Germany izni ile
kullaniimigtir) [49].

Bu osilasyonun genligi genelde 10 nm’nin Uzerindedir. Osilasyonlarin bir kismi itici
araliga gecger ve boylece kantilever hareketinin yarisi yuzeye degmis olur. Ug
yuzey Uzerinde tarama yaparken yuzey ile arasindaki spesifik genligin korunmasi
icin geribesleme devresi yukseklik ayarini yapar (Sekil 2.10). Bu modda o6rnek
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hasarindan kaynakli enerji kaybi degen moda gore daha azdir. Boylelikle bu mod
Ozellikle yumusak biyolojik molekullerin goruntilenmesinde ideal bir ¢alisma
modudur [58-59].

0° 90° 180°

Serbest titresim

Faz kaymasl \eq...

Sekil 2.10. Ug yuzeye yaklastiginda osilasyon sinyalinde frekans ve faz kaymasi
(© 2010, Peter Eaton and Paul West izni ile kullaniimigtir) [44].

2.1.3.3. Temassiz Mod

Temassiz modda tiklamali mod gibi dinamik modlar kategorisindedir ve yine
kantilever rezonans frekansinin biraz Uzerinde titrestirilir. Tiklamali mod ile
karsilastinldiginda bu modda kantilever genligi 10 nm’nin altinda olacak sekilde
titrestirilir. Bu kisimda ug yuzeye tiklamali moda gore daha fazla yaklastirilir ve
tamami ile gekici kuvvetlerin alani igerisinde g¢aligir. Ug ile yluzey arasindaki
kuvvetler pN seviyesindedir. Van Der Waals kuvvetleri bu modda etkilidir ve
kantilever frekansinin dugsmesine neden olmaktadir. Geri besleme devresi ile
yuzey topografyasi kaydedilirken genlik degisimi sabit tutulur ve frekans
degisiminden goruntl kaydedilir. Bu yuzden bu moda frekans degisimi moduda
denilmektedir [60]. YUzeyi ¢ok yakin takip edebilmesinden dolayr degmeyen mod
ile sivi icerisinde yuksek ¢ozunurluk goruntuleri kaydedilebilmektedir.

2.1.4. Swvi igerisinde AKM ve Biyolojik Orneklerin Gériintiilenmesi

AKM’ler vakumda, havada ve sivida galisabilmektedirler. Ayrica o6rnege Ozel
olarak herhangi bir kaplama, boyama islemi yapilmasi gerekmemektedir.
AKM’lerin diger yuksek c¢ozunudrlik goruntileme metodlarina gore bu onemli
avantajlarindan dolayi, atomik ve molekuler seviyede AKM uygulamalari,biyolojik
orneklerin fiziksel ve sivi ortamlarinda in vivo goruntulenmesi 6zellikle 1990’lardan

sonra oldukga yayginlasmistir.

Sivi igerisinde temasl mod ile birgok biyolojik 6rnek goruntileme AKM c¢alismalari

mevcuttur. Fakat temash modun yumusak ornekler Uzerinde yarattig1 tahribat ve
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yuzey uzerine Van der Waals kuvvetler nedeni ile yuzey tahribatinda kaynakl
parcalarin adsorpsiyonu bu mod ile biyolojik Ornekler ile c¢alismasini
zorlastirmaktadir. Bunun Uzerine bu tur etkilesimleri indirgeyen dinamik kuvvet
mikroskopisi biyolojik orneklerin taranmasinda yaygin bir metod olarak ortaya
cikmigtir [61]. Dinamik modda onceden de bahsettigimiz gibi genlik modulasyonu
ve frekans modulasyonu olmak Uzere iki mod ile galigilabilmektedir. Temasli mod
ile kargilastinlldiginda averaj etkilesim ve degme kuvvetleri bu iki modda oldukga
dusmektedir ve yuzey deformasyonundan kagilinabilinmektedir.

Sivi igerisinde kapiler kuvvetler etkisini kaybettigi igin yliksek ¢ozunurluk verileri
elde etmek mumkundir fakat diger bir yandan sivi igerisinde galismak havada
calismaktan daha zordur. Sivida 6rneg@i sabitlemek, sivi igerisinde tutabilmek,
kantilevere sivi ve yuzey tarafindan etkiyen kuvvetler gorintu alir iken bir gok
gurultiye neden olmaktadir. Aslinda bu gurulti faktorleri havada da etkisini
gOstermektedir fakat goruntu kalitesini dusurecek boyutlara erismemektedir. Sivi
icerisinde ise bu etkenler minimize edilmedigi takdirde goruntu kaydedebilmek
oldukga gugtur. 5 nm ve daha dusuk c¢ozunurliklere inebilmek icgin kullanilan
kantilever cok temiz ve ucu atomik seviyede sivri olmalidir. Ornek sivi igerisinde
Uzerine tutturulan substrata ¢ok iyi yapistirilmis olmalidir. Ortam termal olarak
esitlik igerisinde olmali ve tarama esnasinda Ornekte herhangi bir kayma
olmamalidir. Ayrica disaridaki vibrasyonel gurultulere karsi koyabilecek iyi bir
titresime karsi izolasyon saglayabilecek bir masa kullaniimahdir. Son olarak
tarama parametreleri optimize edilmelidir. Z yonundeki servo motor c¢ok iyi

calismalidir. Kiguk alan yapilan taramalar ¢ok hizli taranmalidir.

Yuksek c¢ozunurlik c¢alismalari gergeklestirebilmek igin frekans modulasyonu
olarakta adlandirilan temassiz mod ¢ogu malzemenin incelenmesinde tercih
edilmektedir. Ancak kantilever ve sivi arasindaki hidrodinamik etkilesimlerin neden
oldugu kantileverin kalite, Q faktorundeki dusus, kantilever sivi igerisinde
titrestirildiginde bir ¢ok pikin olugsmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla kantilever
resonans frekansida dusuk frekans bandina kaymaktadir [62]. Rezonans frekansi
digindaki piklerden kurtulabilmek icin sivi igerisinde manyetik titrestirme yontemi
geligtiriimigtir [63]. Ancak her AKM cihazinin mimarisine manyetik olarak titregim
duzeneginin entegre edilmesi mumkin degildir. Piezo ile titrestirme yontemindeki

eksiklikleri gidermek ve rezonans frekansi disindaki piklerden sivi igerisinde
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kurtulabilmek igin Fukuma ve ark.’lari AKM’lerin elektronik duzeneginde
iyilestirmeler yapmislardir [41,64]. Sekil 2.11’de sivi igerisinde akustik ve manyetik
olarak titrestirilen kantileverin frekans ve faz grafikleri gOsteriimektedir. Sekil
2.12'de havada ve sivida tiregtirilen ayni kantileverin rezonans frekansindaki ve Q
faktorindeki degisim grafigi gosterilmektedir. 291 kHz rezonans frekansina sahip
bir kantileverin havadaki Q faktort 472 iken, sivi igerisinde 8’e dusmusgtur. Ayrica
rezonans frekansida 134.6 kHz'e ve kantileverin titresim geniligide neredeyse 4

kat dusmustur. Bu dususlerin nedeni sivinin hidrodinamik kuvvetlerinin kantilever
Uzerine etkisidir.

~ 270°

(a)
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- 180°
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Sekil 2.11. (a) Piezo titrestirmesi ile sivi igerisinde titrestirilen kantileverin (b) sivi
icerisinde magnetik titrestirilen kantileverin frekansa karsi genlik ve faz grafikleri. i¢
grafikler termal Brownian titrestirme piklerinin FFT spektrumlarini gostermektedir
(© 2009 American Institute of Physics izni ile kullaniimistir) [64].
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Sekil 2.12. Kantileverin havada ve sivi igcerisinde Brownian hareketinin frekans
spektrumu (f,= 294 kHz ve k= 30N/m) (© 2009 Springer-Verlag, Berlin Heidelberg
izni ile kullanilmistir) [65].

Akustik olarak titrestirilen kantileverin optimizasyonu ve optik duzenekte ve
elektronik devrelerin guraltd azaltiimalarn neticesinde sivi igerisinde frekans
degisimi dinamik modunda gergek atomik yuksek ¢ozunurluk mika goruntuleri elde
edilmistir. Mikanin sivi igerisinde temassiz mod ile alinan goruntuleri Sekil
2.13a’da 0.24 nm genlik ve 671 nm/s tarama hizi ile 8 nm x 8 nm tarama, Sekil
2.13b’de 0.20 nm genlik ve 1120 nm/s hiz ile 8 nm x 8 nm tarama, Jekil 2.13c’de
0.16 nm genlik ve 934 nm/s hiz ile 4 nm x 2.5 nm tarama, Sekil 2.13d’de 0.2 nm
genlik ve 671 nm/s hiz ile 4 nm x 2.5 nm tarama ile gosterilmektedir. [54].

Sekil 2.13. Mikanin sivi igerisinde temassiz mod goruntuleri. Kullanilan kantilever:
Nanosensors: NCH k=42 N/m sivi igerisindeki rezonans frekansi 136 kHz, Q= 30
(© 2005 American Institute of Physics izni ile kullaniimistir) [54].

AKM’lerin sivi igerisinde yuksek ¢oOzunurlikte goruntl alabilmesi biyolojik

orneklerin detaylarinin incelenmesine yonelik bir ¢igir agcmistir. Sivi igerisinde
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yasayan ilk hicre goruntisunun alinmasi 1990’larin basina dayanmaktadir [65].
Cogu calisma bu konuda ilk olarak memeli hucrelerinin goruntilenmesine
dayanmaktadir [11,54,66]. Bunun nedeni hucrelerin kullanilan substarata iyi bir
sekilde yapismasi ve gorintli alma esnasinda yiizeyden ayriimamasidir. Ote
yandan daha kugUk bakteri ve maya hucreleri substarata 6zel bir sekilde
tutturulmalari gerekmektedir. Ozel yiizey modifikasyonlari ile mikrobiyal hiicrelerin

yuzeye tutuklanmasi gergeklestiriimis ve goruntuleri kaydedilmistir [67-69].

Hucrelerin goruntilenmesi disinda hicre membranlari ve membran Uzerindeki
proteinlerinde goruntilenmesi ileriki yillarda daha ilgi ¢ekici boyutlara erigmistir.
AKM ile membran proteinleri Gzerinde bir gok goéruntileme, lokalizasyon ve

karakterizasyon galigmalari yapilmigtir [70-73].

GroEL ve GroES E.coli sitoplazmasinin igerisinde ¢6zinmus proteinlerin
yapilasmasini duzelten ATP’ye bagh molekuler c¢aperonlardir. Bu molekullerin
yuksek c¢ozuanarlik goruntileri temaslh modda Mou ve ark. tarafindan
kaydedilmistir [74].

Subnanometre ¢ozunurlikte kaydedilen bu calismalarin ilerisinde arastirmacilar
atomik seviyeler inmiglerdir. Hansma ve ark. DNA komplekslerini goruntileme

konusunda tiklamali modda birgok ¢alisma yapmiglardir [75] (Sekil 2.14).

ga 2.1 nm

Sekil 2.14. Sivi igerisinde plasmid DNA AKM goruntusu ve yuzey yukseltilerinin
dagihmi (© 2010, Peter Eaton and Paul West izni ile kullaniimigtir) [44].

Fizyolojik ortamlarda biyolojik membranlar ¢esitli metal katyonlari iceren elektrolit
solusyonu ile c¢evrelenirler. Bu katyonlarin membran yapisina ve stabilitesine
etkileri lipid tabakasi kullanilarak AKM ile incelenmigtir [76-78]. Lipid —iyon aginin
frekans degisimi goruntuleri ise Fukuma ve Ark. tarafindan ylksek ¢Ozunurlikte
kaydedilmistir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. a) lipid —iyon kompleksinin sematik gésterimi, b) ve c) DPPC
tabakasinin PBS icerisinde ayni alanin temassiz mod géruntusa (© 2007
American Institute of Physics izni ile kullanilmigtir) [79].

2.2. Kuvvet Spektroskopisi

AKM primer olarak goruntileme cihazi olarak dizayn edilmesinin yanisira AKM
kantileverinin kuvvetlere kargi hassasiyeti ylzey kuvvetlerinin kalitatif olarak
Olculebilmesine olanak saglamistir. Kantilever ucu yuzeye yakin bir mesafeden
yuzeye yakinlastirilir, yizeye batinlir ve ylizeyden cekilir. Sekil 2.16’da ug ylzeye
yaklasirken ki konumlari ile birlikte gosterilen kuvvet mesafe egrisi verilmektedir.
Sekildeki kesik cizgi yluzeye yaklagsmayi, diuz cizgi ise yluzeyden uzaklagmayi
gostermektedir. Kesik ve duz gizgilerde A noktasi kantileverin orijinal pozisyonunu
gosterir. Kesik ¢izgi B noktasi ylzeye degme anini ve duz ¢izgi D noktasi
yuzeyden kopma anini temsil eder. Yaklasma boyunca kantilever Gzerine etki
eden kuvvet yine kantileverin kaydettigi mesafeye gore hesaplanir ve kuvvet-
mesafe egrisi olarak elde edilir. Boylece ug ile ylzey arasindaki uzun mesafe
cekici ve itici kuvvetlerin etkilesimleri, adhezyon ve elastisite gibi lokal kimyasal ve
mekanik Ozellikler ve molekuller arasi baglanma kuvvetleri Gzerinde cgalismalar
yapilabilmektedir [46,80,81].
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Sekil 2.16. Kuvvet-mesafe egrisi .
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2.2.1. Tek Molekul Kuvvet Spektroskopisi

Tek molekudl biliminin taringesi en iyi sekilde u¢ kisa alinti ile 6zetlenebilir. 1952
yilinda Erwin Schrodinger [82] "ilk olarak sunu séylemek adildir ki, hayvanat
bahgesinde iktiyozor besleyebilecegimizden daha fazlasini tek partikdl
deneylerinde yapmiyoruz." diyerek, o zamanlar molekullerin bireysel olarak
gOzlemlenmesinin hayal gucunun oOtesinde bir durum olarak belirtmigtir. Daha
sonra Richard Feynman, Amerikan Fizik Derneginin 29 Aralik 1959'daki
Kaliforniya’daki toplantisinda "Asagida birgok oda var" baglikli konusmasinda
mikrokosmos ve nanodunyanin ilk patlamasini deklare etmistir. Son olarak Joseph
M. Beechem [83] 1994'de "Cok iyi ortaya gikmigtir ki gelecek on vyil icerisinde
biyofizik alanlarinda tek molekul teknikleri hakim olmaya baslayacaktir." seklinde
yazarak, tek biyomolekulleri gézlemleme potansiyelinin yeni ve heyecan verici bir

bilimsel alan agacagini tahmin etmektedir [84].

Gercekten de tek molekul tayini son yillarda hizla buylyen ve giderek artan bir
ilgiye sahip olmaktadir. Son on yilda bir dizi yeni biyofiziksel yontemler tek
biyomolekll galigmalarina ve manipulasyonlarinin gelismesine izin vermektedir.
Tek bir molekulun biyolojik sureglerinin temel duzeyde monitorleyebilme kabiliyeti
altta yatan molekuler mekanizmalarin anlagilabilmesini saglamaktadir. Grup
averajlamasinin kaldirilmasi sayesinde, molekuler Ozelliklerdeki dagilimlari ve
dalgalanmalari karakterize edilebilmekte, ara gecisler tespit edilebilmekte ve
katalitik mekanizmalar aydinlatilabilmektedir. Konvansiyonel toplu deneyler ile
kargilastinldiginda tek molekul deneyleri bir cok avantaj sunar. Cok sayida ardigik
Olgumler yapmak suretiyle, bu sistemler homojen olmayan sistemlerin molekuler
Ozelliklerinin  dagihmlarinin tespitine izin vermektedir. Bu anlamda yapilan
arastirma surecgleri normalde grup deneylerinde erisilemeyecek molekuler
ozelliklerin ortaya ¢ikmasina olanak saglamistir. Ozellikle, enzimler, molekdler
motorlar, reseptorler ve etkin sinyal kompleksleri gibi biyolojik olarak onemli
molekullerin dogrudan karakterizasyonu beklenmeyen anlayiglarin olugsmasina
neden olmustur. Membranlardaki iyon kanallarinin elektriksel tayinleri, tek
molekuller arasindaki biyokimyasal reaksiyon dinamiklerinin olgumleri ve cesgitli
mikroskopi teknikleri ile bu molekullerin goruntulenmesi tek molekul galismalarinda

genel yaklagimlar olusturmaktadirlar [85].
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DNA ve tamamlayici zinciri, enzim ve substrat, antijen ve antibadi, lektin ve
karbonhidrat, ligand ve hlcre yuzeyi Uzerindeki reseptorler gibi aralarinda spesifik
etkilesim olusturan molekullerin tanimlanmasi yagsam bilimleri agisindan oldukca
onem tasimaktadir. Bu etkilegsimler, genom replikasyonu ve transkripsiyonu,
enzimatik aktiviteler, immun cevap, enfeksiyon baslangici ve diger bir¢cok hlcresel
fonksiyonlari iceren ©nemli biyolojik sureclerde rol almaktadirlar. Ayrica
nanobiyoteknolojide, bu molekullerin segicilik ve 6zgullik 6zellikleri biyosensorler
gibi biyoanalitik ve biyomedikal cihazlarin gelismesinde yaygin olarak
kullaniimaktadir [34]. Mevcut literatirde reseptor-ligand komplekslerinin yapisal ve
islevsel ozellikleri hakkinda ¢ok miktarda bilgi olmasina ragmen, bu kompleksler
icerisindeki birlesme ve ayrisma sureglerinin molekuler dinamikleri hakkinda bilgi
eksigi bulunmaktadir. Ayrica yakin zamana kadar uygun goruntuleme tekniklerinin
eksikliginden dolayr, model ya da hucresel membran ylzeyi Uzerinde tek tek
baglanma bdlgelerinin mekénsal dagilminin haritalanmasi mumkuan olmamaktadir.
Sonug¢ olarak biyomolekuller arasindaki molekuler etkilesimleri tanimlayabilme,
haritalandirabilme ve edinilen bilgiler ile nanobiyoteknoloji uygulamalarina 1gik
tutabilmek acisindan tek molekul tanimlama cihazlarinin geligtiriimesi ve

bunlardan yararlanma gerekliligi olduk¢a agik bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir.

Atomik kuvvet mikroskopisi ve kuvvet spektroskopisi proteinler, nukleik asitler,
membranlar ve hucreler gibi biyolojik molekullerin, molekuler duzeydeki yapi-islev
iligkilerini, molekullerin kendilerine uygun fizyolojik ortamlari igerisindeki
karakterizasyonlarina yeni yaklagimlar sunmaktadir. Diger mikroskopi teknikleri ile
karsilastinldiklarinda atomik kuvvet mikroskopisinde biyolojik molekillerin
etiketlenmesi gerekmemektedir. Ayrica orneklerin tampon c¢oOzeltileri igerisinde
batan biyolojik aktivitelerine olanak saglayacak sekilde oda sicakligindaki islevsel
dinamikleri, yUksek ¢Ozunurluk ve hassasiyette incelenebilmektedir. AKM
topografisinin olaganustu sinyal/gurultd oranlar tek bir biyolojik molekulun yapisal
ve iglevsel detaylarinin incelenmesini mumkin kilmaktadir. YUksek ¢ozunarlik
AKM topografileri makromolekuler yapidaki bilesiklerin her bir molekualinin
subnanometre ¢ozundrliginde goruntilenmesinin  yanisira, bu molekullerin
konformasyonal degisikliklerinin, yapisal durumlarinin, molekuler dinamiklerinin ve
biyolojik reaksiyonlarinin detayli bir gekilde incelenmesine de olanak
saglamaktadir.
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Son on sene igerisinde yapilan calismalara baktigimiz zaman genel de tek
molekul tayini, eszamanl topografi tanimlama goruntulemesi [34], proteinlerin
kivrimlarinin tanimlama bdolgelerinin tayini gibi kuvvet spektroskopisi galismalari
[35], hucre goruntuleme calismalari ve yuzeyin kuvvet haritalandirma [37]
calismalari yogun olarak literaturde gorulmektedir. Ayrica igne ucunun gesitli
biyomolekuller ile modifiye edilerek, mekanik ve kimyasal sensor olarak kullanimi
AKM’nin diger uygulama alanlarindandir. Biyolojik molekullerin kendilerine uygun
fizyolojik ortam icerisindeki tanimlama ve baglanma kinetiklerinin belirlenmesi son
yillarda yogun olarak galisiimaktadir [38]. Engel ve ark. dogal ve yapay membran
proteinlerinin fizibilitelerini gértntileme, karakterizasyon ve haritalandirma tzerine
calismalar yapmaktadirlar [86]. Tek proteinin bireysel topografilerinin
klasifikasyonu, digsal yapilarinin hareket prensiplerinin anlasiimasi ve lokal
yapisal esneklikleri hakkinda bilgi edinilmesi yonundeki kapilari agmaktadir.
Konformasyonel degisikliklere bagli fonksiyonlarin gorsellestiriimesi ile birlikte bu
anlayiglar neden protein fonksiyonlarinda bazi esnekliklerin gerekli olduguna ve
yapisal esnek bolgelerin belirli konformasyonel dedgisikliklere izin verdiginin
anlasiimasinda onemli roller oynamaktadir. AKM goruantuleme teknigine ek olarak
kuvvet spektroskopisi deneyleri, membran proteinlerinin ve reseptdrlerinin, ilgili
ligandlan ile aralarindaki molekuler etkilesimlerini detayli ve hassas bir gsekilde
karakterize edebilmektedir. Bu metodun hassasiyeti transmembran alfa heliksleri,
polipeptid luplar ve igerisindeki segmentleri gibi stabil sekonder yapilarin

incelenmesini mumkun kilmaktadir [87-88].

Yeni milenyumun baslangicindan itibaren, Hinderdorfer ve ark. yaptiklari
calismalarda polietilen glikol (PEG) heterobifonksiyonel baglayici sentezi ve
sipesifik ve hassas baglanma kimyasi Uzerine ¢alismaktadirlar [89-90].
Olusturduklari PEG uzatici kollari kullanarak, molekullerin kimyasal olarak cesitli
yontemler ile modifiye edilmis AKM uglari ile yizey molekullerinin kimyasal, kinetik
ve mekanik analizi, tespiti, tanimlanmasi ve topografik haritalandiriimasi

yontemlerini geligtirmektedirler [34].

2007 yilinda Gimzewski ve ekibi AKM’yi kullanarak kanser hastalarindan alinan
hdcreler ile biyomekanik (sertlik, elastiklik, kanser hlcre fonksiyonu, yapigkanlik,
hareketlilik, motilite ve istila) analiz yontemini sunmusglardir ve kanser hucrelerinin

normal hucrelere gore %70 daha elastik oldugunu analiz etmislerdir [91]. Ayni
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grup 2008 yilinda metastatik kanser hiucrelerinin ve insan vucut sivisindan alinan
iyi benin mezotel hucrelerinin nano mekanik cevaplarint AKM kullanarak
raporlamiglardir [92]. Ayni yil bagka bir ekip (Li ve ark.) AKM kullanarak benin
(MCF-10A) ve kanserli (MCF-7) insan meme epitel hucrelerini mikro boyutlu
kuresel ug ile tayin edip mekanik karakterizasyonunu raporlamiglardir [93]. Benzer
bir calismaylr melanoma hucrelerinin ylzey yapismasini incelemek icin 2011
yiinda Shinto ve ark. yine mikrokire bagh problar kullanarak AKM ile
incelemiglerdir [94].

Sonu¢ olarak vyapilan kuvvet spektroskopisi deneylerinde AKM neden
kullaniimalidir ve diger sistemlere gore uUstunlUkleri nelerdir sorularinin yanitlar

asagida maddeler halinde siralanmistir:

- AKM vyagayan hucrelerin ve hucresel kompartmanlarin tek molekdl
¢ozunurlugunde yapi-fonksiyon iligkisini karakterize etmek igin yeni yontemler
sunmaktadir [10,95-98].

- Biyolojik ornekleri tampon ¢ozeltileri icerisinde oda sicakliginda ve basincinda

inceleme imkani sunmaktadir.
- Florasan mikroskopisi gibi 6rnegi etiketleme prosedurleri gerekmemektedir.

- Kendi dogal ortamlarinda membran proteinlerinin degisik oligomerik ve
konformasyonel devrelerinde yapisal ve fonksiyonel anlayiglarinin gelismesini
saglamaktadir.

- Siralanmamig  membran  proteinlerinin  dogal membran  Uzerinde

gOzlemlenmesine izin verir.

- 0.1 nm’ye kadar inen yuksek ¢ozunurluk kalitesi sayesinde tek molekulleri en

ince detayina kadar inceleme imkani sunar.

- Hizlandirnlmig AKM’ler ile bakteriyel ylzey proteinleri [99], nuUkleer agiklik
kompleksleri [100], dis membran porinleri [101], siki kavsak kanallari [15], sitolisin
acikliklar [102], potasyum kanallari [103] gibi molekiler motorlarin kalici ve
degdisen dinamikleri tek molekul seviyesinde goruntulenebilmektedir.
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2.2.1.1. AKM Ucu Modifikasyonu

Pikonewton seviyesinde kuvvet hassasiyeti ve nanometre seviyesindeki yatay
¢Ozunurluk dogrulugundan dolayr AKM'ler diger yontemler ile karsilagtirildiginda
tek ligand ve reseptorlerin, hucresel yluzeylerdeki ve izole edilmis molekuller
arasindaki etkilesim dinamiklerinin ve kuvvetlerin arastirimasinda guglu bir arag
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan bu galismalarda, AKM kuvvet spektroskopisi
kullanilarak modifiye edilmis yuzeyler arasindaki baglanma kuvvetlerinin
Olculebilmesi icin spesifik biyomolekullerin ya da hucrelerin AKM uglarina ve alt

tasa sikica baglanmalari gerekmektedir.

Literatirde varolan yontemlere baktigimizda, proteinlerin igne ucuna tutturulmasi,
molekuller arasi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden faydalanarak gelistirilmig olan
yontemler ile yapilmaktadir (Sekil 2.17). Bu yontemlerden ilki altin yluzey Uzerine
biyotinlenmis serum albumin, ara baglanti olarak kullanilan streptavidin ve buna
baglanan biyotinlenmis protein kompleksinden olusan fiziksel tutunma yontemidir.
ikinci  yéntem, yine altin kapl uca etilen-glikol alkantiyoller ile NTA
(nitrilotriasetikasit)-alkantiyollerin kimyasal tutturulmasina dayali yontemdir. His-
Tag bagl proteinlerin ya da antijenlerin etilen glikol alkantiyollerin, NTA alkantiyol
kisimlarindan baglanmasi ile AKM igne uglari olusturulmaktadir.

Altin Kapli AKM Uc o8
Altin Kapli AKM Ucu \ / \\// Silikon Ug
Biyotinlenmi s
rilbar \ - Etilen Glikol NH, NH,

Serum Albumin" b S3 ]
Alkantiyol (EG) %
%’

.\
Streptawdm@
@@@ PEG
caprazbaglayici
NTA Alkantiyol NTA N|
S
His-Tag Protein &

Biyotinlenmis Protein
Slstein iceren protein

Sekil 2.17. AKM ucu fonksiyonilize etme yontemleri (© 2006 Nature Publishing
Group izni ile kullaniimistir.) [34].

Son donemde en yaygin olarak kullanilan modifikasyon yontemi ise; AKM silikon
ucunun silanlanmasi ve iki ucunda farkli fonksiyonel gruplar bulunduran ve
esneyebilen polietilenglikol (PEG) uzatici kollar ile segilen ligandin AKM igne
ucuna kovalent baglamasidir. Diger uzatici kollara gore PEG’lerin Ustunlagu, klinik

biyoloji ¢alismalarinda biyouyumlu olduklarinin tespit edilmesi, proteinler ile
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reaksiyonlarinda immunojik tepki vermemeleri ve diger molekuller ile reaksiyonlari
sonucu istenmeyen vya da toksik ikinci bir Grin olusturmamalaridir.
Heterobifonksiyonel PEG’ler AKM igne uglarina ve segili ligandlara amit ya da
disulfur baglari ile stabil kovalent baglar olusturarak kolayca tutturulabilmektedirler.
AKM silikon igne ucuna PEG ucunda bulunan ester ile amit bag olusturularak PEG
molekulu ilk 6nce silikon uca tutturulur ve ligand PEG’in bosta kalan ucundaki
reaktif molekul ile amit ya da sulfur bag yapacak sekilde tutturulur. Kovalent
baglarin ligand/reseptor baglarina gore 10 kat daha kuvvetli oldugu bilinmektedir
[104]. Dolayisiyla molekuller arasi etkilesimler dlgulirken gapraz baglayicinin AKM
igne ucundan kopma ihtimali minimuma indirgenmis olacaktir. Bu durum
deneylerdeki verimliligi ve dogru veri eldesini arttirmaktadir. Molekldlun esnek
olmasi AKM igne ucu yluzeye degdigi anda, yuzeydeki molekule ezip zarar
vermemesi agisindan ¢ok onemlidir. Yuzeydeki molekulun bu etkilesimden zarar
gormesi durumunda, kuvvet spektroskopisinde gozlemlenmesi gereken etkilesim
egrileri kaydedilemeyecektir. Ayrica sterik engellerden etkilenmemesi igin ligand
ucun cevresinde maksimum hareket 6zgurlugune sahip olmahdir ki literattrdeki
calismalarda PEG capraz baglayicinin 8 nm uzunluga sahip olmasi hareket

sahasindaki bu 6zgurlugu saglayacaktir.

AKM kantilever ucuna PEG baglayarak, ugtaki ligand ve yuzey arasindaki kuvvet-
mesafe egrilerinin kaydedilip, baglanma kuvvetlerinin incelenmesine bir 6rnek
olarak Kamruzzahan ve ark. [105] 2006 yilinda yapmis oldugu calismayi
verebiliriz. Bu galismada AKM ucuna NHS-PEG-SPDP tutturulmus ve sulfit baglar
ile goat-lgG-biyotin molekuli en ug kisma baglanmistir. Ote yandan mika substrat
uzerine streptavidin molekulleri tutuklanmis ve AKM ucundaki biyotin molekulu ile
aralarindaki etkilesim egrileri kaydedilmigtir. Egriler kaydedilirken spesifik
baglanmdan emin olmak igin bog mika yuzeyi ve bloklanmig mika yuzeyi ile biyotin

bagli u¢ arasindaki etkilesimlerede bakilmistir (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. a) AKM ucunun fonksiyonellestiriimesi, b) mika ylzeyinin streptavidin
kaplanmasi ve kaplanan streptavidin molekulinin yikselti gdsterimi c)
streptavidin- biyotin spesifik baglanmalarinin gdsterildigi kuvvet mesafe egrileri
(ilgili yazarin izni ile kullaniimigtir) [105].

2.2.1.2. Reseptor Ligand Etkilesimlerinin Dinamigi

Reseptor ve ligandlar arasinda sabit gekme hizinda dlgilen kopma kuvvetleri bag
yapilarinin devamli spektrumunda sadece tek bir noktayl temsil ettikleri gesitli
calismalar ile teorik ve deneysel olarak gosterilmigtir [106-111]. Bu durum
yuklemedeki zamana baglh hiza baghdir. Buradaki yuk ise baga uygulanan
kuvvettir. Boylece farkh deneylerdeki kopma kuvvetleri yikleme hizi degistirilerek
ve kontrol edilerek karsilastirma yapilabilir. Bu islemler kinetik parametrelerin ve

enerji dizeninin degerlendiriimesinde yol gostericidirler.

Reseptor ligand baglarinin dmurleri sinirhidir ve 1sil aktivasyon igin kuvvet
uygulandiginda omdurleri daha da kisaltiimaktadir. Termal enerji digsal kuvvetin
varliginda baglarin kopmasina neden olmaktadir. Karakteristik zaman skalasi (t
(0)) bu spontan ayrisma igin gerekmektedir. t=0 aninda baga herhangibir kuvvet
uygulanmamaktadir. t ayrisma sabiti ile ters orantilidir, t(0)= ko . t(0)dan daha
hizli ¢ekildiginde, bag kopmaya karsi direng gosterecek ve kopma kuvveti kantitatif
olarak dlgulebilecektir. Milisaniyelerden saniye skalasina termal olarak aktif olmus

aralik icerisinde AKM kuvvet deneyleri yapilabilir. Termal impalslar ayrigtirma
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igslemini tetikleyecektir. Uygulanan kuvvetin ayrigtirma bariyerini nasil dagurduguna

ve bag omrund nasil azalttigini Boltzman esitligi agiklamaktadir [109-111].
t(F) = t(0) exp(-xgF/ksT) [2.7]

Xg, kuvvet yonunde enerji bariyerinin termal averaj projeksiyonudur, t(F), kuvvet

altindaki bagin dmradur, kg Boltzman sabitidir, T, mutlak sicakhktir.

Baglanma kinetikleri tek molekul kuvvet spektroskopisi ile Hinterdorfer ve ekibi
tarafindan 90’lardan bu yana deneysel olarak galisiilmaktadir. Yapilan ¢alismalar
neticesinde reseptor ligand iligkileri arasindaki affinite degerleri belirlenmektedir.
Bianca ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada izole CD1d-glikospingolipid (GSL)
molekulleri arasindaki baglanma afinitelerine bakilmigtir. Calismada GSL
molekulleri olarak a-galactosylceramide (aGalCer) ve OCH12 molekullerinin
CD1d kompleksleri kullaniimistir. iINKT TCR tutturulmus ucun, CD1d- aGalCer
molekulleri ile baglanma yuzdesi %17,4 olarak, CD1d- aGalCer molekdulleri ile
bloklama sonrasi baglanma yuzdesi ise %5.7 olarak kaydedilmistir. Ayni ucun
CD1d-OCH12 kompleksine baglanma yuzdesi %15, bloklama sonrasi baglanma
yuzdesi ise %3.5 olarak kaydedilmigtir. Bloklama sonrasi baglanma yuzdelerinin
dustugu gozlemlenmektedir. Bu veriler sonucunda CD1d-aGalCer kompleksinin
kott degeri 1.94 + 1.44, CD1d-OCH12 kompleksinin ko degeri 2.49 + 1.47 olarak
hesaplanmigtir. Molekuller arasi kinetik hesaplamalara goére CD1d-OCH12
molekulinun reseptorden ayrilma hizinin CD1d- aGalCer kompleksine gore 2 kat
daha hizli oldugu kaydedilmistir [112]. Sekil 2.19’da ¢alismada kaydedilen olasilik
ve yukleme hizi grafikleri gosteriimektedir.
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Sekil 2.19. a) INKT-TCR tutturulmug ucun CD1d-GalCer, b) CD1d-OCH12
kompleksleri arasindaki baglanma olasiligi grafikleri, c) iki molekulin baglanma
hizina karsi kopma kuvvetleri kinetigi grafigi (© 2011, The American Society for

Biochemistry and Molecular Biology, Inc. izni ile kullaniimistir) [112].
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2.2.2. Nanoindentasyon

Hucre davranigi, buyumeden, gen ekspresyonundan ve hicre dongusu
progresyonundan etkilenir ve fiziksel 6zelliklerini buna gore belirler [113]. Elastisite
Olcimleri bu davraniglarin anlagilmasina olanak saglar. Hucrelerin elastisiteleri
indentasyon teknikleri uygulanarak Olgulebilir [114]. Kantileveri 6nceden
belirlenmis bir kuvvet ile ornek yuzeyi icerisine bastirilmasi ve yuzeyden cekilmesi
ile elde edilen kuvvet mesafe egrilerinden, indentasyon egrileri ¢ikariimaktadir. Bu
egdrilerin kargilastirlmasi sonucunda ornek yuzeyinin elastikligi hakkinda bilgi

edinilmektedir.

90’larin  sonundan itibaren hucre mekanik yapisinin  AKM kullanilarak
belirlenmesine yonelik birgok c¢alisma gergeklestiriimistir. Bu ¢alismalarda farkh
hdcrelerin Young’s modull, elastik moduli hesaplanmigtir [115-124]. Elastik
modull belirleyebilmek icin AKM ile kaydedilen kuvvet-mesafe egrisini dogru
modele uyarlamak gerekmektedir. Yaygin olarak konik geometrik digleyiciler igin
iki model tanimlanmistir. Bunlardan biri 1882’de tanimlanmis olan Heinrich Hertz,
digeri onun genigletilmis versiyonu olan 1965’de tanimlanmig Sneddon modelidir
[116].

Hertz modeli esitlik 2.12’deki indentasyon ve kuvvet arasindaki iligki olarak
tanimlanir. Sekil 2.20°de esgitligin tanimlarinin gorselleri veriimektedir.

F = %(1_]5v2)tan ab? [2.8]
S = (h-he) = h,

he : efektif yukseklik,

hc : yuzeye degme yukseltisi,
F : yuklenme kuvveti,

S : indentasyon mesafesi,

v : Poisson orani,

E : elastik modulu,

« : konik ucun yari agilma agisi.
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Sekil 2.20. Hertz esitliginin tanimlari.

Genelde hucrelerin Poisson oranlari 0.5 olarak kabul edilir [125]. Bu sekilde tek
bilinmeyen olarak elastik modulu hesaplanabilir. Sert yuzeylerde piezonun Z
yonunde yerdegistirmesi ve kantileverin yuzey Uzerinde yer degistirmesi birbirleri
ile orantiidir. Yumusak yuzeylerde ise piezonun yerdegisimi, indentasyon
yukseltisinden fazladir. Sekil 2.21'de cgesitli yluzeylere gore indentasyon edgrileri
sematik olarak gosterilmistir. Sert yuzey deforme olmayan termanoks yuzeyi
uzerinde kantileverin yerdegistirmesi z piezo hareketi ile orantiidir ve lineer
hareket gostermektedir. Hucre yuzeyi gibi yumusak ylzeylerde AKM ucu yuzeye
z- piezo yerdegisimine gore daha az batar [126,127].
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Sekil 2.21. Ylzey sertligine gore indentasyon egrileri [126,127].
Yasayan hucrelerin elastisite ve adhezyon mekanizmalarinin AKM ile dlg¢ulebilmesi
kiguk objelerin hucre icerisine gonderim mekanizmalarinin aydinlatiimasini
saglamaktadir [128]. Bu parametreler hicrelerin nanopartikuller ile etkilegimlerinin

anlasilmasinda o©nemlidirler ki bu bilgiler nanotoksikolojide ve nanotipda
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kullanilabilmektedir [129-130]. implant malzemeleri ile hiicrelerin etkilesimi
topografik ve kimyasal olarak onemlidir. Dolayisi ile yagayan hucrelerin sertligi ve
adhezyonu nanosklalara inildiginde implant ylzeyleri ile etkilesimlerinin kalitesi
agisindan ve buna gére implantlarin Uretimi agisindan oldukga onemlidir. Ote
yandan uretilen implantlarinda sertligi ve yuzeylerinin puruzlulik oranlari yine
hucre ile etkilesimleri agisindan denmlidir. AKM ile bu tarz yuzeylerin kalitelerini
arttirma calismalari yapiimistir [131].

2.3. AKM’ler ile Biyomalzeme Uygulamalari

Hucre proliferasyonu, morfolojisi, sitoskeletal organizasyonu, spesifik gen
ekspresyonlari yeni yuzey ozellikleri ile degistirilebilmektedir. Bu konuda birgok
calisma gercgeklestiriimigtir. Ancak degisik metal malzeme yuzeylerindeki
degisimlerin Uzerlerine kultire edilen hlcrelere kazandirdiklari mekanik ozellikler

hakkinda literatirde eksiklikler bulunmaktadir.

Osteoblastlar, in vivo olarak tip | kolojen, fibronektin, ve vibronektin gibi gesitli
proteinlerce zengin hucredigi kemik matrisine tutunurlar. Hacre digi matrisi ve
osteoblastlarin gesitli substratlara yapismasi, adhezyon, proliferasyon, farklilasma,
sinyal gonderme, protein uUretimi, minerilizasyon ve morfoloji gibi kemik hucre
fonksiyonlarinin modulasyonunda onemli rol oynadigi ¢ok iyi bilinmektedir [132-
135].

Titanyum implantlarin yuzeylerindeki biyouyumlu ince TiO, tabakanin kemik
dokusu ile fiziksel olarak etkilesimi iyi bilinmektedir. Bu tabaka sayesinde kemik
dokusu yabanci cisim cevabi olmadan implant ile direkt olarak baglanabilir.
implant yiizeyinin biyoaktivitesi inorganik ve organik temelli farkli komponentler
kullanilarak arttirilmaya c¢alisilsa da uygulama esnasinda veya implantasyon
sonrasi meydana gelebilecek delaminasyon sonucu basarisizliga ugrayabilir. Bu
yuzden uygulama esnasinda yuzeyde soyulmanin yasanmayacagi, nanometre

skalasinda biyoaktif yizey modifikasyonlari gelistiriimesi onemlidir.

Son zamanlarda yuzey modifikasyonu metodu igin anotlama epeyce popduler
olmustur ve bu teknik ile tip seklinde titanyum igeren ince tabakalar metallerin
Uzerine insa edilmektedir. Boylece anodizasyon parametreleri degistirilerek farkh
capta ve uzunlukta nanotlip yapilari ve mimarisi elde edilebilmektedir. Yuksek
yuzey alanlari ve mikroyapilara gore daha yuksek biyolojik plastisitelerinden dolayi

nanoyapilanmalara olan yuzey modifikasyonlarina olan ilgi artmaktadir [136-138].
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Biyomalzeme gelistiriimesi ve implant teknolojisi yoninden kemik hucrelerinin
yuzey nanotopografisine verdikleri cevaplar ile ilgili elde edilen veriler her gegen
gun c¢ogalmaktadir. Nanotopografiye bagli olarak hucrelerin  morfoloijisi,
duzenlenmesi, sitoskeletal organizasyonu, ¢gogalmasi, fenotipe 6zgu aktiviteleri ve
gen ekspresyonlari mikro-makro topografiye gore buyuk degisimler gostermektedir
[139-141].

Anodizasyon isleminde sure¢ parametreleri ve elektrolitleri degistirerek nanottp
morfolojisi degistirilebilir. Farkh ¢aplara sahip nanotlibduler titanya ylzeylerde kaltur
edilmig hucrelerin osteoblast hucre c¢ogalmasina, morfolojisine ve osteojenik
fonksiyonlarina ne yonde etki ettigine dair ¢calismalar mevcuttur [142-144]. Konu
ortopedik bir uygulamaya yonelik biyomalzeme oldugunda hicre ve olusacak
dokunun mekaniksel dayanim ve elastisitesi onemli parametreler olarak ortaya
cikmaktadir. Literatirde de nanotubuller tabakadaki bu yonde bir degisimin
hdcrelerin mekanik ozelliklerini nasil degistirdigine dair bir ¢aligmanin eksikligi
gorulmektedir.

Hucrelerin mekanik 6zelliklerini belirlemek igin gesitli teknikler uygulanmaktadir.
Suspansiyon igerisindeki hucrelerin viskoeleastik 6zelliklerini belileme amagli,
mikropipet aspirasyonu yogun olarak kullaniimaktadir, fakat hicre membranin
siteskeletondan ayrigimindan dolay1 yapismis hdcreler icin bu yontem pek uygun
degildir [145]. Manyetik dondirme sitometresi yapiskan hdcreler i¢cin daha uygun
bir yontemdir, fakat olgum sonuglarini yorumlamak zordur ve osteoblast gibi
hdcrelerde uygulanamaz [146]. Diger bir yontem ise tek hicre indentasyonunda
kullanilan AKM ve buna benzer kuvvet ve derinlik Olgimleri yapabilecek 6zel
tasarimlardir [147-149]. AKM sensorleri ile nanomekanik o6zelliklerin degisimlerinin
implant ylUzeylerine yapisan hucrelere etkilesimlerine bakildiginda ise birkag
calisma on plana g¢ikmaktadir. Bu calismalarda yuzeyin sertligi ve elastisite
Olcumleri gerek substrata bagl olarak gerekse zamana ve ortam sartlarina bagimh
olarak verdikleri gesitli tepkiler AKM problari ile basarili ve hassas bir sekilde
Olgulmuagtiur [150-152].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Cahgmalar ilk olarak Nanomanyetik Bilimsel Cihazlar'in Uretmis oldugu kapali sivi
hdcre birimi ile baglamistir. Eksiklikler ve gereksinimler yapilan deneyler i1siginda
belirlenerek mekanik tasarim ve optik duzenek Uzerinde modifikasyon
calismalarina gegilmigtir.

Sivi ortamda akiskanlar dinamiginden dolay! yayin salinimi hava ortamina gore
oldukga sonumlenir ve yayin Q (kalite, ingilizcede=quality) faktorl oldukga duser.
Q degeri Gaussian frekans egrisinin yari yukseklikteki tam genislik degeridir ve
egdrinin simetrikligi hakkinda bilgi vermektedir. Bu durum yayin titrestigi bolgedeki
frekans gurdltusinin artmasina neden oldugu igin sivi igerisinde alinan
goruntalerin ¢ozunarligu duser. Bu durumu mumkun oldugu kadar minimize edip
atomik seviyede goruntu alabilmek i¢in deneysel ¢alismalar kapsaminda, mekanik
olarak sivi hiucre tasarimi ve yay tutucu iyilestiriimistir. Optik ve elektronik olarak
daha dusuk gurulta seviyesine sahip lazer ve amfiler kullanilarak ve yeni eklemeler

yapilarak gurultu sevilerinde iyilestirmeler yapiimigtir.

3.1. Yuksek Cozuniirliikte Goruntu Alan AKM Gelistirilmesi ve Test Edilmesi
3.1.1. Birinci Kapali Sivi Hucre Prototipi

Nanomanyetik Bilimsel Cihazlara ait sivi hicre biriminde, 6rnek tutucu siviyi
hapseden membranin igerisine sivi giris ve cikiglarina imkan verecek sekilde
geligtirilmigti. Sensor tutucu yukari sivi kagirmayacak sekilde tasarlanmig lazerin
sensorun uzerine geldigi bolme 6zel agili camlar ile kapatiimisti. Sensor tutucu ile
ornek tutucu arasindaki siviyi muhafaza etmek igin ‘S’ kalip membran kullaniimist
(Sekil 3.1). Bu sekilde tarama esnasinda piezo tupe uygulanan kuvvet miktarinin
az olacagl hesaplanmisti. Fakat bu kapali sivi hucre ile yapilan galigmalarda,
membranin inceligi, i¢ hacim miktari ve sensor tutucudaki membran agzinin
oturdugu oyuklardaki uyumsuzluk nedeni ile dig ortama sivi sizmasi
gOzlemlenmistir. Bu sekilde sivi ortam, stabil duruma getirilememis ve AKM sivi
icerisinde calisir iken istenilen goruntuler kaydedilememigtir. Nanomanyetik

Bilimsel Cihazlara ait ¢elik sensor tutucu $Sekil 3.2°de gosterilmektedir.
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Sivi hiicre
sensor tutucu

S kalip
membran

Sivi giris ve
cikiglari

Sekil 3.1. AKM kapali sivi hticre birimleri.

Kantileverin
yerlestirildigi bolme

Membran agzinin
birlestigi oluklar

Sekil 3.2. ilk tasarimdaki sensor tutucunun alttan gérinimdi

ilk olarak sivi igerisinde kalibrasyon érnegi (Uzunluk (U) x Uzunluk (U) x Yikseklik
(Y); 4x4x0.15 pm kareler) taranmigstir (tarama boyutu: 10 um x 10 um). Kaydedilen
goruntulerde sivinin yuzeyi tam olarak kaplamadigi ve goruntinin yarisindan
sonra, farkli ortam (havadan siviya) gegisi nedeni ile sensériin merkez frekansini

kaydirdidi igin goérantiinin bozuldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.3).

34



:}- Sivida

—

Havada

Sekil 3.3. Siviigerisinde alinan (Z skalasi 0 ym -0.5 pm) kalibrasyon 6rnegi
goruntusa.

Bu calismalar neticesinde sivi igerisinde verimli sonuglar alabilmenin, kantileveri
akustik olarak dogru surebilmek, hucre igerisinde sivi girig-gikigini  dogru
bolgelerden yapmak, siviyr hicre igerisinde tutabilmek ve butin havayi digari
atabilmek ile mumkun oldugu yapilan ¢ok sayida test ile tesbit edilmigtir.

Varolan kapali sivi hucre biriminde karsilagilan zorluklar yuksek c¢ozunarlikte
goruntl alabilmek igin tasarimda ve optik dizenekte bazi ¢ézim yollari bulunmasi
gerekliligini gindeme getirmigtir. Asagida varolan problemler ve bunlarin deneysel
olarak desteklenmig ¢6zum yollari belirtilmigtir.

3.1.1.1. Kantilever Tutucu Govdenin Mekanik Tasariminda Yapilan
Degisiklikler

Dinamik modda c¢alisan AKM’lerde kantilever resonans frekansinda mekanik
olarak titregtirilir. Titresen kantileverin genlik, faz ve frekansi tesbit edilir ve ug-
ornek uzakhginin belirlenmesinde kullanilir [41]. Kantileveri titrestirmek icin degisik
metodlar uygulanmaktadir. Tipik olarak kantileveri tagiyan govdeye entegre
edilmis piezo malzeme ile kantilever titresimi tahrik edilir. Fakat bu yontem
neticesinde sivi igerisinde kantilever titrestirildiginde gergek olmayan frekans
egdrileri gozlemlenmektedir. Bu tur egrileri elimine etmek i¢in ayrica manyetik ve
fototermal tahrikleme yontemleride gelistirilmistir [153]. Fakat basitliginden ve
genis kullanim alanindan dolayl tez c¢alismasinda piezo ile akustik titresim
metodunu gelistirmeye yonelik ¢calismalara odaklaniimigtir.

iki malzemenin akustik empedansi biribirine yakin ise akustik bir bariyer gorevi
gormezler ve bariyer eksikligi verilen dalganin yayillmasina neden olur [41].

Tasarimda kullanilan paslanmaz cgeligin (SS316) akustik empedans degeri 36 x
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10° kg/m?s iken, piezo malzemenin akustik empedans degeri 33 x 10° kg/m?s’dir.
Akustik bir dalganin, akustik empedans degerleri Z,1 ve Z,, kabul edilen, iki
malzeme arasindaki bir sinirdan gegerken ki gegis enerjisi (Te) asagidaki formul ile
hesaplanir. Esitlik 3.1°e gore iki malzeme arasindaki empedans farki arttikga,

gegcis enerjisi (Te) duger.

47,72,

o = [3.1]
(Zal T Za2)2

Za1ve Zyo de@erlerinin birbirine yakin olmasi nedeni ile piezoya gonderilen titresim
sadece sensoru titrestirmek yerine, tum govdeyi titrestirmektedir. Bu nedenle
sensor tutucu govdenin gelikten olusmasi kantileveri titrestirirken gergcek olmayan
rezonans egrilerinin olusmasina ve kantileverin gergcek merkez frekansinin
bulunamamasina neden olmaktadir. Ayrica kantileveri titrestirmek icin kullanilan
piezo tahrikleyiciler iki celik levha (sensor tutucu kasa ve godvde) igerisinde
baskilanarak yekpare olmayan c¢elik govdenin daha c¢ok titresmesine ve bu
egdrilerin etkisinin artmasina neden olmaktadir. Bunun Uzerine piezoyu dogru yere

yerlestirme deneyleri yapiimigtir. Sekil 3.4°de ilk prototipteki piezolarin yerlesim

yerleri gosterilmektedir.

=

Maksimum= 130000,000
Q=433
. Sensor tutucu kasa ve gévdenin arasinda o 29238882828 Qe
[020%0%0%¢ bulunan piezo malzemeleri sembolize b —JRL g g & & § § §
etmektedir. Frekans (kHz)

(@) (b)

Sekil 3.4. (a) Sensor tutucuda piezolarin yerlesim yerleri ve (b) bu sensor tutucu ile
sivi icerisinde alinmig merkez frekans egrisi.

Kantilever tutucu govde de kullanilan malzeme degisimini gergeklestirmeden 6nce
deneysel olarak tasarimda yapilan deneylerin sonucunda ortaya ¢ikan sensor ve
ornek tutucu ara prototipler Sekil 3.5'de gosterilmektedir. Sekil 3.5 (a)da ‘S’

membranin sensor tutucuya yapistirildigi 2. sivi hicre ara prorotipi, Sekil 3.5
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(b)'de contanin sensor tutucuya yapistirilan 3. sivi hiicre ara prototipi, Sekil 3.5
(c)de sivi giris ¢ikislari igin sensor tutucunun yay vida yerlerinden delikler agilarak
1mm dig ¢capinda paslanmaz gelik borularin gegirildigi 4. sivi hicre ara prototipi,
Sekil 3.5 (d)’de sensorl tutan yayin tutturuldugu 5. sivi hicre ara prototipi, Sekil
3.5 (e)de sensoru tutan yayin inceltildigi ve sivi giris cikislarinin karsihkh zit
taraflardan yapildigi 5. sivi hiicre ara prototipi, Sekil 3.5 (fyde conta oyugunun
genisletildigi 6. sivi hicre ara prototipi, Sekil 3.5 (g)'de lazer hizalamasinin 6rnek
tutucunun tam orta noktasina gore dizayn edilmis 7. sivi hiicre ara prototipi, Sekil
3.5 (h)'de sensoéru titrestiren piezonun akustik titresim iletebilmesi igin yerinin

tesbitinde kullanilan 8. sivi hiicre ara prototipi gosterilmektedir.

Sekil 3.5. Sivi hiicre sensor tutucu ara prototipler.

Bu tasarimda c¢c6zum olarak 6nce piezonun yeri degistirilerek, kantileverin en
verimli titrestirildigi yer govde Uzerinde tesbit edilmigtir. Piezonun kantileverin
arkasina gelecek sekilde govdenin sivi ile temas etmeyen bdlgesine yerlestiriimesi
sonucunda merkez frekans egrisinin daha dizgln elde edildigi gdzlemlenmigtir.
Sekil 3.6 ve Sekil 3.7de piezonun sensér tutucu gévde Uzerinde yerlegtirildigi
bolgeler ve bu durumda elde edilmis merkez frekans egrileri gosterilmektedir.

Piezo yerlestirme bolgesi tesbiti deneyleri esnasinda gelik malzemeden yapilmis
olan sensor tutucu goévdeleri kullaniimistir. Govde malzemesi olarak yukarida
bahsi gectigi sekilde akustik bariyer gorevi gormesi ve islenme kolayhgindan
dolayi hidrofobik ve bir gok kimyasala dayanikli KEL-F (poliklorotrifloroetilen turevi
bir homopolimer) (Professional Plastics, Inc., Ca, ABD) kullaniimistir. KEL-F’in
akustik empedans degeri 2.1 x 10%kg/m?s’dir. Piezonun empedans degerinden

farkli olmasindan dolayi bariyer 6zelligi gosterecektir.
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(@) (b)

2 8 B g8 B
Frekans (kHz)

(c)

Sekil 3.6. (a) Piezonun gbévdenin arkasina yerlestiridigi sensor tutucu prototipi, (b)
profilden gérinimua ve (c) bu sekilde havada titrestirilerek elde edilmis olan
rezonans frekansi egrisi.

[y Maks.= 165160.000
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Frekans (kHz)
(c)

Sekil 3.7. (a) Piezonun kantileverin arkasina yerlestirildigi sensoér tutucu prototipi,
(b) profilden gérinimU ve (c) bu sekilde havada titrestirilerek elde edilmis olan
rezonans frekansi egrisi.
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Sensor tutucu govde ve sensor tutucu ilk denemede gurultd miktarinin farkh
malzemelerin  kullaniimasindan kaynakli artacagi dusunudlerek topyekun
yapilmistir. Bu prototipin Usten ve yandan gorunumua ve profili Sekil 3.8’de
verilmektedir. Bu prototip ile sivi igcerisinde alinan 2 ym ¢apinda dairelerden olusan
kalibrasyon 6rneginin 15 ym x 15 ym tarama ve bu prototip ile sivi igerisinde
kaydedilen merkez frekans egrisi goruntusu Sekil 3.9'da verilmektedir. Fakat
denemeler sonucunda KEL-F’in kantileveri degistirirken aginmasindan ve yine
empedans degerleri farkli malzemeler kullanarak akustik bariyer siddetini arttirmak
igin sensor tutucu SS316’dan yapilmistir (Sekil 3.10).

(c)
Sekil 3.8. (a) KEL-F’'den yapilmig sensor tutucu prototipi, (b) prototipin alttan
gorinumd, (c) profilden goranuma.
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Frekans (kHz)

(a) (b)
Sekil 3.9.(a) Sivi igerisinde kalibrasyon 6rnegi goruntusu (Z skalasi: 0 um -0.4
um), b) sividaki rezonans frekansi egrisi.
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Bu tasarimda gévde malzemesi olarak c¢elik yerine KEL-F kullanilarak frekans
egrilerinin duzeldigi gézlemlenmistir. Bu sekilde tasarlanmis olan prototip ile saf
su igerisinde Tap300Al (Budget Sensors) kantilever kullanilarak elde edilen
merkez frekans egrisi, 20 ym x 20 ym kalibrasyon drnekleri (UxUxY; 4x4x0.15 ym
kareler) tiklamali mod AKM gérintisd ve 10 ym x 10 ym temasli mod bluray disk
goruntusu (bitler arasi geniglik: 320 nm; bit derinligi: 60 nm) Sekil 3.11°de

gOsterilmektedir.
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(c)
Sekil 3.10. (a) SS316 ¢elikten yapilmis sensor tutucunun KEL-F gévdeye
tutturulmus prototipin gérinidmu, (b) gévdenin profil gizimi, (c) sivi igerisinde
alinmis merkez frekans egrisi.

Sekil 3.11. (a) sivi igerisinde tiklamali modda alinan kalibrasyon érnegi gorintisu
(Z skalasi : O ym - 0.5 ym), (b) sivi igerisinde temasli modda alinmig blu-ray disk
goruntisu (Z skalasi: 0 ym — 0.1 um).
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3.1.1.2. Sivinin Hiicre igerisinde Hapsedilmesi

Zamana bagh olarak yapilan deneylerde o6rnegin igerisinde bulundugu ortam
sivisinin buharlagsmamasi deneyin kaliteli sonuglar vermesi agisindan 6nemlidir.
Ayrica sivinin sicakligi, pH'1 ve igerigi degigtirilerek ornek uzerindeki etkileri
incelenecek ise hucre igerisinin dig ortamdan iyice yalitlmasi gerekmektedir.
Birinci prototipte kullanilan S-membranin kalinligi (0.5 mm), sivi hlcre igerisinin
hacminin buylk olmasindan dolay! yeterli olmamis ve hlcre igerisine sivi
gonderildiginde disari tasmalara engel olunamamistir. Ayrica hlcre igerisine sivi
enjeksiyonu i¢in kullanilan sivi aktarim hortumlari piezo tarayicinin kasasi
uzerindeki deliklerden gecgerek ornek tutucuya baglanmis ve bu durum tarama
esnasinda calisma alanini azaltmistir. Bu probleme ¢6zUm olarak, S-membran
kullanilmasindan vazgegilmis ve onun yerine siviyl hiucre igerisinde hapsetmek
icin piyasada varolan silikon contalar denenmistir. Sekil 3.12 (a)da 1.5 mm
capinda 60 shoreA conta, Sekil 3.12 (b)’de 2 mm g¢apinda 60shoreA conta, Sekil
3.12 (c)de 4 mm capinda 40 shoreA conta, Sekil 3.12 (¢)’de 4mm ¢apinda 20
shoreA EPDM conta, Sekil 3.12 (d)'de birinci prototipte kullanilan ‘S’ membran
gosterilmektedir. Piyasada varolan contalarin sertlik seviyeleri minimum 40°IRHD
(shore A)dir ve bu sertlik tarama yaparken tarayici piezoya ekstra yuk binmesine
ve hatta piezonu hareketini kisittanmasina neden olmaktadir. Bunun Gzerine daha
yumusak ve sivi kontaminasyonuna neden olmayacak elastomerden yapilmis inert
EPDM (etilenpropilendien M-sinif plastik), 20°IRHD (shore A) (Presicion Polymer
Engineering Ltd., ingiltere) sertlik derecesine sahip conta kullaniimasina karar
verilmigtir. Deneyler sonucunda bu contanin tarama yaparken piezo tarayiciya

ilaveten yuk uygulamadigi gozlemlenmistir.

)?(c)9©

(a (d)

Sekil 3.12. Deney asamalarinda kullanilan contalar.
S-membran degisikligi O6rnek tutucu kismininda tasarimsal degisikligini
gerektirmistir. Onceki tasarimda S-membran iki gelik levha ile sikistirilip piezonun
uzerine oturtulmakta idi. Diger taraftan conta kullanimi, oyuklu bir ornek tutucu
tasariminin  dusunudlmesini gundeme getirmistir. Bunun Uzerine degigik

malzemelerden ornek tutucu tasarilari yapilmis ve uygunluklari denenmistir. Sekil
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3.13’de ¢esitli malzemelerden yapilmis 6rnek tutucular gosterilmektedir. Sekil 3.13
(a)da S-membran birinci prototip érnek tutucu, Sekil 13 (b)’de 6rnek tutucunun
Uzerine gecirilen miknatissiz (Ustteki) ve miknatish (alttaki) dayanikli olmasi igin
‘teflon’” malzemeden yapilmis 2. ara prototip érnek tutucu, Sekil 3.13 (c)’de sivinin
disari tasmasini engellemek igin dis duvarlari yukseltiimis daha islenebilir ‘G10’
malzemeden yapilmis 3. ara prototip 6rnek tutucu, Sekil 3.13 (d)'de kimyasallara
karsi dayanikli ve islenme kolayhdindan dolayr Kel-F malzemeden yapiimis
piezonun Uzerine yapistinlan 4. ara prototip, Sekil 3.13 (e)de sivinin disari
tasmasini engellemek icin disg duvarlari yikseltiimis ve Kel-fden yapiimis 5. Ara
prototip gOsteriimektedir. Sonu¢ olarak kenarlarinda tasmalara kargi havuzu
bulunan ve tarayici Uzerine miknatislar ile tutturulabilen ve istenildigi taktirde tak-
cikar seklinde kullanilabilecek bir sivi hicre 6rnek tutucu tasarlanmasina karar
verilmistir.  Sekil 3.14’de denemeler sonucunda tasarlanmis olan Kel-F

malzemeden yapilmis ikinci prototip sivi hicre 6rnek tutucu gosterilmektedir.

Sekil 3.13. Ornek tutucu ara prototipleri.

(@) (b)

Sekil 3.14. (a) 2.prototip sivi AKM sistemi igin tasarlanmig 6rnek tutucu ve
contanin gérinumu, (b) 6érnek tutucunun alttan gérinima.

3.1.1.3. Hava Kabarcigi Olusumunun Engellenmesi
Sivi hicre igerisinde dizgun ve kaliteli goérantt alabilmek igin, hicre igerisinde

olusan hava kabarciklarinin minimize edilmesi gerekmektedir. Caligmalarda hiicre
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icerisine gonderilen sivinin, hucre igerisini tam doldurarak ¢gikmasi halinde hava
kabarcigi olusmadigini gozlemlenmistir. Bu akisi saglayabilmek ic¢in hicre
icerisine sivi girig ve ¢ikiglarinin dogru yerlerden ve dogru miktarlarda yapilmasi
gerekmektedir. Bunun Uzerine tasarimda esnek Tygon™ PVC mikro hortumlar

kullaniimigtir.

Ayrica kullanilan bu mikro hortumlar gerekli olan c¢alismalarda peristaltik
pompalarada uyum  saglayabilecek  sekilde  adaptorler ile  uglan
fonksiyonellestiriimistir. Hicre igerisinde hapsolan havanin sividan 6nce disari
¢ikisinin saglanmasi igin ana govde Uzerinde giris ve ¢ikis deliklerine seviye farki
verilmistir. Sivi akisini saglayan hortumlar tarama esnasinda tarayiciya yuk
uygulamamasi agisindan kantilever tutucu Gzerine yerlestirilmistir (Sekil 3.15).

Tygon mikro
hortumlar

Swi ¢ikisinin oldugu delik Stvi girisinin oldugu delik

(c)

Sekil 3.15. (a) Hortum ¢ikiglarinin gdsterildigi sivi hiicre sensér tutucu, (b) hicre
icerisine sivi giris ve ¢ikiglarinin saglandigi delikler, (c) peristaltik pompa uyumu
icin mikro hortumlarin uglarina tutturulan adaptorler.
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3.1.1.4. Yansiyan Isigin Fotoduyar Yuzeye Dik Acli ile Dliigsmesi

Hava ve sivi olmak Uzere iki fazi birbirinden ayirmak ig¢in tasarimda JGS1
kaynasik silika (ingilizce: fused silica) cam (Foctec Photonics, Inc., Fuji, Cin)
kullanilmigtir. JGS1 yuksek saflikta sentetik amorf silikon dioksittir. Camin iki
tarafida 635 nm dalgaboyunun yansimasina karsi yansima orani %0.2’den kuguk
kaplama ile kaplanmistir. Ayrica sivi yuzeyi camin Uzerinde kontaminasyon olusup
lazer hiizmesine engel olmamasi igin antibakteriyel bir kaplama ile kaplanmstir. ilk
denenen camin yuksekligi 1.00-1.5 mm, yansidiktan sonra lazerin cami terkettigi
acl 20-25 derece, sivi ile temas ettigi yluzey duzdur. Bu cam ile lazerin
fotodedektor yuzeyin Uzerine dusmedigi gozlemlenmigtir. Lazerin fotodedektor
yuzeyine dik agi ile dustirmek igin iki farkli camin 150-160 derece agi ile
birbirlerine yapistiriimalariyla olugan acili cam yaptiriimistir. Camlarin sensor

tutucu govde uzerindeki konumlari ve profil gizimleri Sekil 3.16’da verilmigtir.

Piezo

Piezo

— JGS 1
Jes1 ] KFLF —$5316
’_J,——sssl p $5316

- /

(a) (b)
Sekil 3.16. Hava sivi ortamini birbirinden ayirmak i¢in kullanilan camlar: (a) alt
yuzeyi duz, Ust ylzeyi acgili olan cam, (b) iki tarafida ag¢ili olan cam.

Tasarlanan bu ara prototip ile sivi, sivi hicre igerisinde disari tagsmayacak sekilde
saklanabilmigtir. Hucreye sivi giris ve cikiglarini dogru bolgelerden yaparak hicre
icerisinde sivi dinamigi sabitlenmis ve merkez frekans egrilerileri duzeltilmistir.
Merkez frekans egrisi duzgun bir ‘Gaussian’ egri ¢ikmadigi takdirde goruntinun
¢ozunurluk kalitesi dugmektedir. Sivi igerisinde sivinin dinamigini minimize etmek
icin hava kabarciklarindan mumkun oldugu kadar kaginmak gerekmektedir.
Tasarlanan bu ara prototip ile hava kabarciklarindan ve kullanilan malzemelerden

kaynakl olarak ortaya ¢ikan gurultu egrileri yok edilmigtir.

Yapilan tum c¢alismalar sonucunda gelistirilen sivi hicre ve bu prototip ile sivi
icerisinde alinan 10 ym x 10 ym kirmizi kan hucreleri AKM goruntuleri Sekil
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3.17°de gosterilmektedir. Sekil 3.17 (a)da gelistirilen sivi hicrenin G¢ boyutlu
mekanik c¢izimi gosteriimektedir. Sekil 3.17 (b)de gelistiriimis olan kantilver ve
ornek tutucunun goéruntileri gosteriimektedir. Sekil 3.17 (c)de bu sivi hicre
icerisinde fizyolojik salin icerisinde basari kaydedilmis 10 pm x 10 ym kirmizi kan
hdacreleri AKM goruntileri gosteriimektedir. Yaklasik olarak 6 pm c¢apinda

eritrositler kaydedilmistir. Fakat yuksek ¢ozunurluk kalitesi elde edilememigtir.

Cantilever holder

Sample holder on
scanner

(d)

Sekil 3.17. (a) Sivi hiicre ikinci prototip tasarim gizimi, (b) sivi hiicre sensor tutucu
prototipi, (c) sivi huicre drnek tutucu prototipi, (d) fizyolojik salin igerisinde
goruntilenen kirmizi kan hacreleri (Z skalasi: 0 um - 4 ym) [154].
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3.1.2. Son Prototipin Gelistirilmesi

ikinci prototip ile sivi icerisinde érnek tarama calismalarinda basari kaydettikten
sonra, son prototipte yuksek ¢ozunurlikte goruntlu alabilmek igin yapilmasi
gereken cgalismalara odaklaniimigtir. Atomik ¢ozunurluk kalitesini elde edebilmek
icin malzemelerin mekanik olarak stabil ozellikler gostermesi gerekmektedir.
Malzemelerin birbirleri ile mekanik, termal ve gurultud aktarimi bakimindan
uyumluluk goOstermeleri, ve enerji aktarimlarini minimize etmek igin mumkun
oldugu kadar tek parga uretiimeleri gerekmektedir. Son prototip geligtirilirken

tasarimlar bu konularin Gzerinde g¢aligilarak yapilmistir.

Son prototipte ilk olarak kantilever tutucu govdenin malzemesi degistirilmistir.
KEL-F bir gok 0Ozelligi bakimindan diger plastiklere gore ustin olmasina karsilik
diger Urunlere gore daha pahali bir malzemedir. Dolayisiyla Asakawa ve
arkadaslarinin [41] calismalarinda da onerildigi gibi, fiyat/performans orani KEL-F
ile kargilastirildiginda daha yuksek cikan ve ayrica fiziksel, termal ve elektriksel
ozellikleri KEL-F’e yakin olan PEEK (poli-eter-eter-keton) (Professional Plastics,
Inc., Ca, ABD) kullaniimasina karar verilmistir. PEEK'in akustik empedans degeri
3.3 x 10° kg/m?s’dir ve SS316 ile arasinda 10 kat fark vardir. Bdylece KEL-F gibi
bu malzemede celik karsisinda akustik bariyer 6zelligi gosterecektir.

Son prototip i¢in tasarlanan ilk kantilever tutucu ve profil gorintustu Sekil 3.18'de
verilmistir.
-

Piezo
Jjcs1

—PEEK

— S8316

o

(a) (b)
Sekil 3.18. (a) PEEK sensor tutucu govde, (b) profil gizimi.

ilk denemelerde prototipin lizerine SS316 sensdr tutucu 5 dakikalik Bizon™ epoksi
ile yapistiriimistir ve sensor tutucu yayin etkisi olmadan Tap 300Al sensor, sensor
tutucuya Patex™ yapistirici ile yapigtirilarak havada (Sekil 3.19) ve sivida (Sekil
3.20) merkez frekans egrileri ve 20 ym x 20 pm kalibrasyon ornegi (UxUXxY;

4x4x0.15 pym kareler) goruntusu alinmigtir.Havada kaydedilen 317 kHz civarindaki
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yayin merkez frekans egrisi, sivi igerisinde 187 kHz civarina dustugu
g6zlemlenmistir. Q degeri yaklasik olarak 8 kat dismustur. Bir énceki prototip ile
karsilastinldiginda  yayin titrestirmekten  kaynakh  gurdltindn  minimize

edilmesinden dolay! sivi igerisinde kaydedilen goruntunun kalitesinde artma
gozlemlenmistir.
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20 “0 &0

00
Frekans (kHz) Faz (o)

0 100

(c)

Sekil 3.19. (a) Sensor tutucu gdvde, (b) bu prototip ile havada dlgtlmis merkez
frekans ve faz grafikleri, (c) hucre igerisine sivi génderilmeden dnce havada
tiklamali modda alinan kalibrasyon goérintisua (Z skalasi: 0 pm -1 ym).
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Sekil 3.20. (a) Son prototip ile sivida dlgulmus merkez frekans ve faz grafikleri, (b)
sivida tiklamali modda alinan kalibrasyon 6rnegi (Z skalasi: O ym -1 pm).

3.1.2.1. Kantileverin Sensér Tutucu Uzerine Tutturulmasi

Onceki galismalarda gergek olmayan merkez frekanslarini yoketmek igin sivi
hicre malzemelerinin dogru secimi ile ilgili deneyler yapilmis ve bunun Uzerine
tasarim degisiklikleri gercgeklestiriimigtir. Farkli malzemelerin akustik bariyer
Ozelliklerinden faydalanarak yayin sivi igerisindeki merkez frekans egrilerinin
duzgun bir ‘Gaussian’ egri gikmasi ve gercek olmayan frekans egrilerini minimize
etmek Uzere basarili deneyler kaydedilmigtir. Fakat deneyler esnasinda elde
edilen egrilerin tekrarlanabilir olmadigi gozlemlenmigtir. Calismalar neticesinde
bunun nedeninin sensor Uzerine basan yayin, tam olarak basmadigi ve cgelikten
olusmasi nedeni ile sivi igerisinde verilen titresimden etkilenerek yine gergek
olmayan egrilere neden oldugu go6zlemlenmistir. Bunun Gzerine cesitli
malzemelerden yapilan yaylar ile deneyler yapiimistir. Sekil 3.21°de bu yaylar ile
hazirlanan prototipler ve sivi igerisinde Tap300Al ile olgulmis merkez frekans

egrileri gosterilmektedir.
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Sekil 3.21. (a) Farkh yaylar kullanilan sensér tutucularin ara prototipleri, (b) sivi
icerisinde merkez frekans egrisi gérintuleri.

Cesitli yaylarin denemeleri sonucunda ‘V’ seklinde PEEK yayin kantilever Gzerine
basmasi ile sivi igerisinde elde edilen merkez frekans egrilerinde ciddi bir dlizelme
oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.21). ilk gosterilen kantilever tutucu modeli ile

kaydedilen merkez frekans egrisinin Gaussian hareketi ile son gosterilen kantilever
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tutucu modelininki ile karsilastirildiginda gergek olmayan egrilerin ciddi oranda
yokoldugu ve Q degerinde artis oldugu gozlemlenmekedir. Optik mikroskop altinda
kantilever tutucuya 6nden bakildiginda sensorunde alt kisminin tam olarak oyuga
oturdugu gozlemlenmistir (Sekil 3.22). Sensor tabaninin alt kisminin oyuga tam
oturmasi, oyuk ile arasinda hava kabarcigi hapsolmamasi ve yine istenmeyen

frekans egrilerinin olugsmamasi agisindan énemlidir.

SS316 sensor tutucu

Sensor

y

Sekil 3.22. Sensor ve oyugun optik mikroskop goruntusu.

3.1.2.2. Ornek Tutucu ve Tarayici Tasarimi

Atomik kuvvet mikroskoplarinin yatay ve dikey g¢ozunurluklerini belirleyen en
onemli faktorlerden birisi de tarayicidir. istenilen ¢oziinirligi elde edebilmek igin
uygun tarayiclyi kullanmak gerekir. Piezo tupler yatay olarak ‘nm’, dikey olarakta
‘Ppm’ seviyesinde hassasiyete sahip olmalarindan dolayr AKM’lerde ideal tarayicilar
olarak kullaniimaktadirlar. Yalniz atomik ¢ozunurlik elde edebilmek igin kullanilan
piezo tupun yuksekligi onemlidir. Cunku piezolara voltaj gonderildiginde XY
yonunde egilme ve bukiulme hareketlerini gostermelerinin yanisira, Z yonunde
titresim Ozelligide gostermektedirler. Dolayisiyla ¢ozunurluk kalitesini yukseltmek
acisindan kisa piezo tup kullanilip bu titregim sinyallerinin goruntiden kaynakh
sinyaller tarafindan baskilanmasi gerekmektedir.

Bu konuda yapilan galismalar, atomik ¢ozunurluk elde edebilmek icin gelistirilen
tasarimi icermektedir. iki adet piezo tiipten tarayici olusturulmustur. Birincisi su
ana kadar yapmis oldugumuz cgalismalarda kullandigimiz 2 ing¢ uzunlugundaki
piezo tuplu tarayici, ikincisi ise yuksek ¢ozunurluk elde etmek igin kullandigimiz 1
ing uzunlugundaki piezo tuplu tarayicidir (Sekil 3.23). Atomik ¢ozunurluk elde
etmek igin, 25.4 mm uzunlugunda, 10 mm dis ¢apinda, 1 mm duvar kalinhginda
tup piezo kullanilmigtir (EBL products, Inc., CT, ABD) . Teorik hesaplamalara gore
tarayicinin +/- 200V potansiyel fark ile 1 in¢ olan tarayici tupin 2511.285 nm; 2 ing

51



olan tarayici tupun ise 18596.54603 nm alan tarayabilmesi beklenmektedir. Tup

piezo toplam yer degistirmesi Esitlik 3.2 ile hesaplanir.

224d31e eV
meID*d

Ax

[3.2]

Ax . simetrik elektrotlar igin X ve Y yonunde tarama araligi [m], d31: uzama

katsayisi (polarizasyon yonine dogru yerdegistirme) [m/V], U : islemsel voltaj [V],
L : uzunluk [m], ID : i¢ ¢ap [m], d : duvar kalinhigi [m].

Tarayicilarin Z yénunde kalibrasyonlari fiber interferometre ile yapilimistir. 1 inglik
tarayici icin maximum Z araligi 2184 nm, 2 inglik tarayici i¢cin 4360 nm
hesaplanmistir.

Calismalarda tarayiciyi stirmek igin 18 bit DAC kullaniimigtir. Bu durumda DAC
ara adimi 2" olarak hesaplandiginda 18 bit DAC'dan 262144 ara adim sinyali
kaydedilir. Interferometre ile olclilen Z aralk degerlerine goére yapilan
hesaplamalar sonucunda tarayicilarin yatay ve dikey ¢ézundarlikleri Cizelge 3.1’de

verilmektedir.

Cizelge 3.1. Z tarayicilarin yatay ve dikey ¢ozinurlUkleri

1in¢ 2ing
Dikey Céziiniirliik (A): 0.083 0.166
Yatay Géziiniirlik (A): 0.192 1.419

(a) (b)
Sekil 3.23. 1 ve 2 in¢ uzunlugundaki tarayicilarin goérintaleri.
Tarayicilardaki parcgalar biribirlerine dusuk sicaklik epoksi yapistirici (Oxford

Instruments, OX, BK) ile yapistiriimiglardir. Mekanik olarak sistemin stabil olmasi
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Z yonundeki piezo titresim gurulttlerini engellemeleri agisindan dnemlidir. Bundan

sonra tasarlanan sivi hicre ornek tutucular bu tarayicilara saglam bir sekilde

tutturulacak sekilde tasarlanmiglardir. Tasarim malzemesi olarak kimyasal ve

mekanik dayanikligi ve ucuz olmasi nedeni ile yine PEEK kullaniimasina karar

verilmigtir. Tak gikar olmasi ve ornegi bagimsiz hazirlayabilmek i¢in alt kismindan

4 miknatis ile havada da galigsan bir tarayicinin Uzerine kolayca tutturulabilecek

sekilde tasarlanmistir. 1. ve 2. prototipler ile yapilan deneyler sonucunda hucre igi

hacminin kuguk olmasinin kullanim kolayhgi yarattigi goézlemlenmigtir. Bu yuzden

kapali iken hiicre icinin tam olarak sivi ile doldugu ic hacmi 0.5-0.6 cm? araliginda

olacak sekilde boyutlara sahip conta kullanilarak sivi hicre tasarlanmigtir (Sekil

3.24).

w §

(a)

Ornek tutucu

Piezo tiip tarayici

Kantilever tutucu S1vi bosaltim

Conta yerlesim
oyugu

borusu

asan sivilar i¢in

(b) havuz

Conta

Sivi hiicre 6rnek tutucu

Tarayici

seats. NANO MAGNETICS
¥ INSTRUMENTS

(c)

Sekil 3.24. (a) Kantilever tutucu, 6rnek tutucu ve piezo tarayicinin sematik
gOsterimi, (b) sivi hicre ornek tutucu birimleri, (c) 1 inglik tarayici tzerine
miknatislar ile tutturulmus sivi hiucre 6rnek tutucunun gorunuma.
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3.1.2.3. Gurulti Kaynaklarinin Baskilanmasi

Mekanik tasarimin modifiye edilerek iyilestiriimesinin yanisira, ¢ozunurlik kalitesini
arttirmak i¢cin Optik Isin Sagilmasi (OIS) yonteminin kullanildigi dizeneklerde
kullanilan lazer kaynagi ve fotodedektorin dogru secilmesi ve yerlestirildikleri
yerlerin mesafelerinin dogru belirlenmesi gerekmektedir. Optik yolagi lazer diyot,
fotodiyot dedektor ve hava-sivi ortamini birbirinden ayirmasi i¢in kullanilan prizma
olusturmaktadir (Sekil 3.25).

Lazer diyot

fotodiyot

Lazerigin
demeti

IAZ sensor

£

Sekil 3.25. Optik 1s1n sagiimasi metodu kullanilan cihazlar igin tipik deneysel
dizenek.

OIS yontemi kullanilan AKM’lerde, fotodiyot dedektor ve lazer gibi optik bilesenler
sistemde gurultiye neden olmaktadir. Bunlardan dikkate alinmasi ve minimize
edilmesi gerekenler fotodiyot kaynakli sagma gurultisu, fotodiyot anfisinin igindeki
direngten kaynaklanan Johnson gurdltusl, ve lazer diyotun i¢ gurultileri, mode

hop gurdltisu ve kuantum guraltasudur.

Kullanilacak olan uygun birimleri bulabilmek ve dogru vyerlesimlerini
gerceklestirebilmek igin Fukuma metodu kullanilarak asagidaki deneyler ve

hesaplamalar yapilmistir [43,54].
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Sekil 3.26. (a) IV converter ve diferansiyel anfinin sematik ¢izimi, (b) kantileverin
yansimasina gore fotodiyot dedektor Uzerinde lazer spotun yer degistirmesi.

Optik 1s1n sagiimasi metodunda lazer 1sini sensorin ucunun arka kismina
odaklanir ve yansiyan isin pozisyon duyarl fotodiyot dedektor tarafindan tayin
edilir. Boylece kantileverin yerdegistirmesi (Az) (Sekil 3.26), kantileverin sapmasini
indukler. | kantileverin uzunlugu olarak alindiginda, kantileverdeki sapma, A6,
Esitlik 3.3 ile bulunur.

3

A6 2/ [3.3]

Lazer spotun fotodiyot dedektor Gzerinde Aa (Sekil 3.25 (b)) kadar yer degistirmesi
Esitlik 3.4 ile bulunur.

Aa = 3%AZ [3.4]

‘s’ kantilever ile fotodiyot dedektor arasindaki mesafeyi gostermektedir. Bu
mesafeyi Olgcmek igin 50 nm hassasiyetindeki servo motora fotodiyot dedektor
duzenegi yerlestiriimig, fotodiyodun tam karsisina tzerine lazer isin1 90 derece agi
ile dusecek sekilde lazer diyot yerlegstiriimigtir. Motor ile fotodiyot dedektor
yaklastirilarak, programdan okunan lazer siddetinin maksimum olguldigu uzakhk
18 mm bulunmustur (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. Fotoduyar yuzey ve kantilever arasindaki uzakligi bulmak igin
kullanilan deneysel duzenek.

B’ amplifiye faktort, B= Aa/Az olarak bulunur. Bu deger tipik olarak 1000’dir.
Yuksek amplifiye faktoru, yuksek sapma hassasiyetinin gostergesidir. Fotodiyodun
foto indUklenen akimlari dort bolgeden akim-voltaj donasturicu ile tayin edilmigtir
(Sekil 3.26 (a)). Bu sinyaller akim farki (ia+b)-c+q)) ile orantili voltaj sinyali (V(a+s)-
c+Dy) Ureten diferansiyel amfi igerisine gonderilir. Lazer spotun yerdegisimi akim
degisimine neden olur. Fotodiyotun foto induklenen akimi preamfi ile voltaj

sinyaline donasturalur.
Frekansa bagl kazang indirgeme faktord, &, ile kantilever sapma sinyalindeki

degisim Esitlik 3.5 ile tanimlanmaktadir.

. 3s
AVisspycom) =NOP gde’V%AZ [3.5]

Rw = fotodiyot preanfinin direng gerikazanimi,

n = fotodiyotun spektral tepkisi,

a = optik yolaktaki lazer gucu atenuasyon katsayisi,

P = lazer diyodun ¢ikis gucu,

s =kantilever ile fotodiyot dedektor arasindaki mesafe,

Az=kantileverin yerdegistirmesi, /= kantilever ile lazer arasindaki mesafe,
a = fotodiyot kenar uzunlugu.
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Sapma gurultusu (ing: Shot noise), dv,, esitlik 3.6 ile tanimlanmaktadir.

6vs = gdeiv\/2€7705PBBPF [3.6]

B,,.= bant gegis filtresinin bant genisligi, ¢ = elementer yuk.
Sapma gurdltusinden kaynaklanan kantilever sapma guaraltd yogunlugu, n_, esitlik

3.7 ile tanimlanmaktadir.

8
AVirssycan) / Az 3s\naP
Artan gig (P) ile n 'nin dustigu Esitlik 3.7'den anlagilmakadir. OIS’lerde ngs

3.7]

predominant gurultd kaynagidir.

Johnson gurultusu: Riv kaynakli garultl, dvj, egitlik 3.8 ile tanimlanmaktadir.

Ovj = \J4k,TN ., RivB,,,, 3.8]

Npp= fotodiyot sayisi, k= Boltzman katsayisi, T= sicaklik.
Johnson gurdltisinden kaynakli kantilever sapma guraltd yogunlugu, n_, esitlik

3.9 ile tanimlanmaktadir.
By _ta_ 1 [4k,TN,,
Y AV iy /A2 3s naPg,, Riv

Esitik 3.9'da artan P ve Riv ile n; ‘'nin dustigl gordlmektedir. Gelistirilen

[3.9]

sistemde Riv 10 kOhm'dur ve Johnson giiriiltisii 4.07x10® V/VHz olarak

hesaplanmistir.

Sistemde kullanilan fotodiyot yeterli bant genisligini algilayabilecek 6zellige sahip
olmalidir. Yoksa frekansa bagli kazan¢ indirgeme faktorunin (Spp ) dismesi
Johnson gurdltastnG () arttiracaktir. Ayrica predominant guriltd kaynagi olan

sagma gurultisu (n, ) azalan &epile Johnson gurdltisunl asabilir. n,; < n_ olmasi

icin asagidaki esitlik olugmalidir.

£y 2k, TN ,,
"7\ enaPRiv

Geligtirilen sitemde, ¢pp > 0.43 dur. (Npp = 4, n= 0.44, P= 2mW, a= 0.4, Riv=10kQ).
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Genellikle fotodiyotun bant genisligi, fotodiyotun baglanti direnci ve preamfide
kullanilan geribesleme direncinden belirlenir. Tez calismasinda yansiyan 1si1gin
siddetinin daha hassas Olgulebilmesi igin 4 bdlmeli, 2.0 mm x 2.0 mm silikon
fotodiyot kullaniimistir. 4 bodlme arasindaki bosluklar 15 pm’dir. Kullanilan
fotodiyotun 25°C’da spektral tepkisi 635 nm dalgaboyuna karsilik 0.439130
A/wdir.

Fukuma ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismadan yola g¢ikarak gurultu seviyesi dusuk
olan 3 cesit amfi, fotodiyot amfisi olarak preamfi ve diferansiyel anfi olarak
denenmigtir [43,54]. Genig bant araliginda istikrarl ¢calistigi gozlemlenen fotodiyot
ve lazer diyot amfisi tercih edilmistir (Sekil 3.28). Fotodiyot amfi kaynakh voltaj
guriltiisti ve akim gurltisi sirasi ile 6.05x10° V/AHz ve 5x107'° V/VHz olarak

hesaplanmistir.

250

Vout(mV)

=]
=]

1000
10000

Frekans (kHz)

Sekil 3.28. Amfilere giris voltaji 20mV gonderildiginde fotodiyottan frekansa bagh
okunan lazer siddetlerinin kullanilan anfilere gore degisim grafigi.

Lazer diyot olarak yapilan deneyler sonucunda gurultu seviyesi en az olan diyot
modelinin kullaniimasi uygun gorulmustar. Bu lazerin optimum gug ¢ikisi 5 mW ve
nominal dalga boyu 635 nm’dir. Sapma gurulti yogunluguna bagh lazer gucu
cikigl Sekil 3.29'da gosterilmigtir. Sekilde kesik cgizgiler nzs ‘nin teorik olarak
hesaplanmig degerleridir. Kirmizi duz ¢izgi deneysel sonuglari gostermektedir.
Lazer gucu 300Mhz radyo frekansi ile module edilmigtir. Nanosensor'un Al
kaplamali NCHR model Si kantilever kullaniimistir. Lazerin ¢ikis gucu otomatik
gug kontrol devresi ile sabit olarak surulur. Lazer 1sininin yansimasi ve sagiimasi
sonucu, Isinlarin bir kismi optik rezonator olarak geri doner. Bu durum mod hop

gurdltsund arttinr. Bu gurdltiye optik geri besleme gurultisu denir. Ayrica bazi
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Isinlar girisim desenleri olusturarak farkh bir optik yol olusturabilirler. Bu tarz
beklenmeyen yollar 1sil ve mekanik degisimlerden etkilenirler ve stabil olmayan
etkiler goOsterirler. Dolayisiyla fotodiyotun Uzerine yansiyan lazer spotta
beklenmeyen sapmalar gozlemlenir ve bunlar optik girigsim gurultisu olustururlar.
[43,54]. Bu gurultuler sivi ortamda baskinlagir. Tez galismasinda bu tarz guraltileri

elimine etmek icin optik yolakta mekanik tasarim optimize edilmistir.
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Sekil 3.29. Lazer diyotun gug¢ degisimine gore kantileverin sapma guraltu
yogunlugu.
Ayrica bu gurultuleri baskilamak igin lazer gucu 300-500 MHZ'lik radyo frekansi
sinyali ile module edilmistir. Bunun nedeni ¢oklu osilasyon vyaratarak tek
osilasyona gore hassasiyeti azaltarak geri donen sinyallerin arada kaybolup
algilanma hassasiyetini dusurmektir. Otomatik gu¢ kontrol devresi ¢ikis akimini
kontrol etmek igin radyo frekansi Ureten voltaj-kontrolli osilator kullaniimigtir.
Radyo frekansinin frekans ve buyukligt 300 Mhz ve +10 dBm civarinda
ayarlanmigtir. Sekil 3.30'da rf lazer gu¢ modulasyonu agikken ve kapli iken
frekans kaymasi sinyalinin dalga formu gosterilmektedir. Bu sekil rf
modulasyonunun optik geridonusum ve optik girisim gurulttlerinde etkisi oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 3.30. RF lazer gi¢ modulasyonunun agildiktan ve kapatildiktan sonra sivi
icerisinde Olgulen frekans kayma sinyalinin dalgaformu.

Deneysel ve teorik olarak hesaplanmis degerler lazer gucu Sekil 3.29'da 2.5 mW'i
gecmesi durumunda farkhlik gostermektedir. Bu sistemin gurulti performansinin
fotodiyot sagma guraltusu ile limitlendigini gostermektedir. Yaklasik 3 m\W’a kadar

lazer gucu arttikga sistemin guraltisunin dustagu gozlemlenmektedir.

Kantileverler termal enerji ile indUiklenerek Brownian hareket Ozelligi goOsterirler
[43,54]. Kantilever Brownian titresiminin frekans spektrumu Esitlik 3.11 ile

hesaplanir.

2k,T 1
Np= [3.11]

R [1-(£1 £ 1 LT

f = kantileverin titresim frekansi,

f, =kantileverin rezonans frekansi,

k = yay sabiti.

Geligtirilmig olan son prototip ile kantileverlerin havada ve sivi igerisinde Brownian
hareketleri spektrum analizor (R&S, FSU Spectrum Analyzer 20Hz-67Ghz, Rohde

Schwarz, Almanya) cihazi ile dlgulmusgtir.

3.1.2.4. Lenslerin ve Prizmanin Belirlenmesi

Sistemde lazer 1sinini verimli bir sekilde optik gegisi saglayarak kantilever tUzerine
odaklamak igin bir toplayici lens, bir de odaklayici lens kullaniimistir. Toplayici
lensin numerik acikhgi lazer diyottan dagilan 1g1gin yuksek miktarda toplayabilmesi
icin mimkun oldugu kadar bluyuk olmalidir [43,54]. Dolayisiyla segilen lensin

numerik agikli§i 0.65 ve buna bagl olarak odak uzakhgi 2.75 mm’dir. Ote yandan
60



odaklayici lensin numerik agikligi kantileverin arkasina lazer isinini odaklarken
dagilimin minimum olmasi agisindan duguk olmalidir. Odaklayici lens igin numerik
acikligi 0.12 ve odak uzakhgi 18.30 mm olan bir lens kullaniimigtir. Duguk numerik
aclklik kantilever Uzerinde olusan lazer spotun ¢apinin ki¢lk olmasina neden

olacaktir.

Lazer spot gapinin kantileverin genisliginden blyuk olmasi fotodiyot dedektor
Uzerine yansiyan i1sinda kayiplara neden olacaktir. Lenslerin ve kantileverin
uzakliklarina gore lazer spot ¢api yaklasik olarak 30 ym olarak hesaplamistir. Bu
geniglik genelde tum kantileverler ile ayni geniglige tekabul etmektedir. Yapilan
deneylerde lazer diyottan ¢ikan i1sinin kantileverin arkasindan fotodiyot dedektore
yansimadan once %30’unun kaybedildigi gbozlemlenmistir. Fotodiyot dedektore
yansiyan isigin ise kayip miktari kullanilan kantileverin arka tarafinin kaplamasina
bagli olarak degisiklik gosterebilir. Genellikle metal kapli olmayan kantileverlerler
icin bu kayip orani %75’lere kadar c¢ikabilir. Metal kapli yansitan yuzeylerde ise
%20-30 oraninda bir kayip gozlemlenmektedir.

Optik yolda lazer kayiplarina neden olan bir diger faktorde sivi-hava ortamini
birbirinden ayiran camdir. Bu camin igerisindeki gézenek miktari ve Uzerine disen
1IS1g1 yansitmasi kaynakh kayiplarda gergeklesebilir. Sivi igerisinde altin kapl bir
kantilever ile alinan Olgumler sonucunda yaklasik %30-40 verimlilik ile lazer
Isininin fotodiyot dedektore ulastigr deneysel dizenekler ile dlgUimusgtur.

Yapilan optimizasyonlarin haricinde hava-sivi otamini birbirinden ayiran caminda
Ozelliklerinin optimizasyonu 1sin kaybini minimize etmek ve dogru agi ile gelen
ISinI yine fotodiyot dedektor Uzerine dik aci ile dugurebilmek bakimindan 6nem
teskil etmektedir. ikinci prototipte alti diiz olan prizmadan agili cama gegilmistir.
Fakat Sekil 3.31'de gosterildigi gibi agili caminda montaj asamasindaki hatalardan
dolayi gercek acisinin degistigi ve lazer 1s1ginin %20 oraninda kayiba ugradigi
tesbit edilmigtir. Montaj hatalarindan kaynakli bu kaybi minimuma indirmek igin

silindirik bir cam kullaniimasina karar verilmigtir.
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Sekil 3.31. Montaj hatalarindan olugan havada ve sivida lazer i1gini yolu farki farkl
iki yol ile gOsterilmigtir.

Snell yasasina gore yapilan agisal hesaplamalarda alt yuzeyi duz agisal ve iki
tarafida acgisal olan iki camda da 1s1gin fotodiyot dedektor Uzerine ortam farkindan
etkilenmeden dik agi ile dusmesi gerekmektedir [43,54]. Fakat deneysel olarak
istenilen verimlilik elde edilememistir. Bu sonug¢ Uzerine altta hava kabarcigi
yaratmayacak sekilde butun bir yizey olan ve montaj hatalarindan etkilenmeyecek
ve yapistirima sekline gore fotodiyot dedektora digen isini gok sapmamasini
saglamak igin Sekil 3.32°de profil ¢izimi gosterilen ve montaji gergeklestiriimis cam

yaptiriimigtir. Kullanilan cam arkinin i¢ gapi 5.62 mm, dis ¢api 7.45 mm’dir.

Silindirik cam ile galismak agisal sorunu ¢ozmustur. Ayni zamanda agisal camda
iki camin birbiri ile birlegtigi bolgedeki hava kabarcigi hapsolma sorununuda
ortadan kaldirmigtir. Sekil 3.33’de bu sistem ile alinmig rezonans frekansi egrisi ve
alinan goruntu gosterilmektedir. Sistemi kalibre etmek icin su igerisinde 10 um x
10 pm bluray disk goruntusu alinmistir. Bitler arasi uzaklik 320 nm civarinda
Olcuimustir. AKM goruntuleri tiklamali modda Tap300Al (Budget Sensors)
kullanilarak elde edilmigtir.

62



(a) (b)

Sekil 3.32. (a) Optik yolak birimlerinin yerlestiriime sekli ve agisal degerler, (b) sivi
hlcre govdesine yerlestirilmis olan silindirik camin Ustten géranuma.
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Sekil 3.33. (a) Su icerisinde Tap300AI kantileverin rezonans frekansi egrisi, (b) bit
araliklari 320 nm olan BluRay disk topografi goruntusu. Z skalasi : 0 nm - 300 nm.
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3.2. Kuvvet Spektroskopisi Galigmalari

Tez galismasinin ikinci bolumu olarak, gelistirilen AKM ile kuvvet spektroskopisi
calismalarina baslaniimigtir. Piezo malzemelerin ylksek hassasiyetinden ve
kantileverler ile AKM’lerin 6rnege temas edebilme 06zelliginden faydalanilarak, tek
molekul tayini yapilabilmekte ve yuzey karakteristik ozellikleri
haritalanabilmektedir. Bu ¢alismalar icerisinde AKM ile hassas kuvvet

spektroskopisi galigmalari igin yazilimsal duzeltme galigmalari gergeklestiriimigtir.

Nanomanyetik Bilimsel cihazlar bunyesinde geligtirilen ‘NMI-SPM’ programinda
yapilan olgumlerin validasyonu igin gesitli ornekler ile Kuvvet Spektroskopisi (KS)
ve indentasyon deneyleri yapilmigtir. Literatlr verileri karsilagtirma yapabilme
acisindan, sistem validasyonu igin mika ve HOPG yuzeyleri kullaniimigtir. Temasli,
kontak mod kantileveri kullanilarak KS ve indentasyon egrileri NMI-SPM programi

ile kaydedilmigtir.

Pikonewton seviyesinde kuvvet hassasiyeti ve nanometre seviyesindeki dikey
¢Ozunurluk dogrulugundan dolayr AKM'ler diger yontemler ile karsilagtirildiginda
tek ligand ve reseptorlerin, hucre yuzeylerindeki ve izole edilmis molekuller
arasindaki etkilesim dinamiklerinin ve kuvvetlerin arastirimasinda guglu bir arag
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Tez calismasinin bu asamasinda, AKM kuvvet
spektroskopisi kullanilarak streptavidin modifiye yuzeyler ile biotin-IgG molekuli
arasindaki baglanma kuvvetleri 6lgulmustur. Bu amag dogrultusunda AKM uglarina
oncelikle amin gruplan olusturulmug, daha sonra tiyol ve amin baglarindan
faydalanilarak PEG gapraz baglayicilar tutturulmus ve en son olarak biotin-IgG
molekult PEG baglayicilara kovalent olarak baglanmistir. Ayrica ayni yontem
izlenerek lizozim molekulundn, lizozim baskilanmis polimer yuzeyler ile

etkilesimine bakilmistir.

3.2.1. AKM Sensor Ucu/Cipi Amin Modifikasyonu

AKM igne ucunda fonksiyonel amin grublarinin olugturulmasindan 6nce uglar
yuksek safliktaki kloform sollisyonu igerisinde 3-5 dakika bekletilerek yikama
prosedurd uygulanmigtir [155-156] ve sonrasinda azot gazi ile kurutulmustur.
Daha sonra heterobifonksiyonel PEGlerin kovalent baglanabilmesi igin silikon
uclar/cgipler tzerine amin modifikasyonu gerceklestiriimigtir.

Deneyin bu asamasinda literatirde kullanilan iki aminleme yontemi denenmigtir.

Etanolamin ile sivi olarak digeri APTES (3-aminopropiltrietoksisilan) ile gaz
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fazinda aminleme yontemidir. Bu iki yontemin denenmesinin nedeni molekuler

baglanmanin en verimli oldugu yontemi tayin etmektir.

3.2.1.1. Etanolamin ile Amin Baglama

ilk fonksiyonlama adiminda amin gruplarinin ug ylizeyine kovalent baglanmasi igin
silanol (Si-O-H) gruplar arasinda esterifikasyon protokolu takip edilmigtir [157].
100 derecede, 3.3 g etanolamin-HCI (Alfa Aesar, ABD), 0.3 nm kalbur boncuklar
(%10 v/v) iceren 6.6 mL dimetilsulfoksit i¢erisinde eritilmistir. Silanol gruplari ve
etanolamin ile esterlenmesi icin rekabete bagli reaksiyon, silanol gruplarinin
hidrolizidir. Bu nedenle molekuler kalbur boncuklar etanolamin-DMSO
¢Ozeltisinden tum suyu c¢ikarmak icin kullanilmaktadir [158]. Solisyon oda
sicakhgina ulastiginda, AKM uglari 15 saat bu solisyonun iginde inkube edilmistir.
inkiibasyon sonrasinda uglar/gipler sirasi ile ¢ kez dimetilsiilfoksit (DMSO) (Alfa
Aesar, ABD) , etanol ve distile su ile yikanip, azot gazi ile kurutulmustur. Sekil
3.34'de silkon ucun etonalamin ile fonksiyonellestirilerek amin gruplarin olusumu

sematik olarak gosterilmigtir.

|
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Sekil 3.34. AKM ucunun etanolamin ile amin baglama (© 2007 Elsevier B.V. izni
ile kullaniimistir) [157].

3.2.1.2. APTES ile Amin Baglama

AKM uclarinda/giplerinde amin gruplari olusturmak igin segilen ikinci yontemde ise
APTES (3-aminopropiltrietoksisilan) (Sigma-Aldrich, ABD) kullaniimistir. Bu
yontem gaz fazinda aminosilanlama olarak gegmektedir [157]. Onceden
temizlenmis uclar/cgipler vakumlu desikator igerisine yerlestiriimigtir. Desikatorin
icerisinde iki bolmeli teflon kap yerlestiriimistir ve bir bolmesine trietilamin (TEA)
(Sigma-Aldrich, ABD), diger bolmesine APTES damlatiimistir. Desikatorun icerisi
argon gazi ile doldurulup, kapag@i iyice kapatiimistir. Uglar/cipler Uzerinde amin
tabakasi olugsmasi icin bu sekilde iki saat bekletiimistir. Daha sonra teflon kap
cikartilmis ve uglar 2 gun desikator icerisinde olusan tabakanin stabilizasyonu igin
bekletilmistir. Sekil 3.35de APTES ile fonksiyonellestirilerek amin gruplarin
olusumu sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.35. AKM ucunun/gipinin APTES ile amin baglama (© 2007 Elsevier B.V.
izni ile kullanilmigtir) [157].

Literatirden edinilen bilgilere gore olusturulan bu iki yontem calismalar esnasinda
denenerek elde edilen sonuglara gore baglanma verimliligi yuksek olan yontem
tespit edilmis ve bu yontem ile calismalara devam edilmisgtir.

3.2.2. Aminlenmig AKM Sensor Uglarina/Ciplerine PEG Tutturulmasi

Bu asamada amin modifiye silikon AKM sensor uglarina/giplerine
heterobifonksiyonel PEG bagdlayicilar kovalent bag ile tutturulmustur.
Heterobifonksiyonel PEG baglayicilar olarak SPDP-PEG-NHS ester ve 4-formil-
benzamido-dPEG-TFP ester (Quanta Biodesign Ltd., ABD.) kullaniimistir (Sekil
3.36). PEG baglayicilar ester gruplarindan AKM ucundaki amin gruplarina
esterifikasyon kimyasi ile kararli amit bagi yaparak baglandiriimigtir. Esterlerin
reaktif amino gruplari ile stabil bag yapmasindan ve hidrolize ugramamalarindan
dolay1 heterobifonksiyonel PEG’lerin bir ucu ester olarak tercih edilmistir. Diger
kisimlari ise kullanilan ligand gruplari ile yine stabil olarak amit ve sulfur bag
yapmalarindan ve literaturde en ¢ok kullanilan gruplar olmalarindan dolay: aldehit
ve SPDP (N-suksinimidil-3-(2-piridilditiyo)- propanat) tercih edilmistir.

Aminlenmis AKM igne uglarina/giplerine PEG esterlerin baglanma proseduru
asagidaki gibidir:
- AKM igne uglari/cipleri 1 mg/ml PEG ester ve %0.5 (v-v) trietilamin igceren
kloroform ¢ozeltisi igerisine 3 saat batirilir.
- Cozelti igerisinden gikarilan uglar/gipler kloroform ile yikanir.
- Uzerindeki g¢ozelti artiklarinin buharlasmasi igin etiiv igerisinde 1 saat
bekletilir.
- Fosfat tampon ile yikanir.
Bu basamaklar tamamlandiktan sonra AKM igne uglarina/giplerine ligand baglama

basamagina gegilmisgtir.
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Sekil 3.36. AKM ucuna tutturulmus Extravidin-IgG-biotin test sisteminin, mika
uzerine tutturulmus avidin ile sematik gosterimi (© 2006, American Chemical
Society izni ile kullanilmigtir) [105].

3.2.3. Ligand Baglanmasi

Calismanin  bu bolimunde AKM ucuna/cipine kovalent tutturulmus PEG
baglayicilarinin serbest gruplarina model sistem olarak belirlenen ligandlar
kovalent olarak baglanmistir.  Yapilarinda farkli  gruplar  bulunduran
biyomolekullerin AKM ucunal/gipine kovalent baglanmasi igin, uygun kimyasal
yontemler ile ligandlar veya PEG baglayicilar Gzerine fonksiyonel gruplar
eklenerek ug/cip modifikasyonunun gesitliligi arttiriimistir.

Calismada PEG modifiye AKM uglarina/giplerine farkl biyomolekulleri kovalent
baglamak Uzere iki farkh yontem secilmigtir. Secilen biyomoleklller ve bu
biyomolekullerin AKM ucuna/gipine kovalent baglanmasi igin uygulanacak
kimyasal yontemler asagida agiklanmistir.

3.2.3.1. AKM ucunun/gipinin NHS-PEG-SPDP baglayici molekuli kullanilarak
IgG antibadi ile modifiye edilmesi

Calismanin bu asamasinda segilen IgG (Thermo Scientific-Pierce antibodies,

ABD) molekult, PEG turevinin PDP sonundaki sulfur gruplarindan AKM ucuna
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tiyol kimyasi ile kovalent baglandiriimistir. IgG antibadideki serbest amin gruplari
N-suksinimidil-3-(S-asetiltiyol) propionat (SATP) (Thermo Scientific-Pierce
antibodies, ABD) ile turevlendirilerek 1gG Uzerinde aktif tiyol gruplan
olusturulmustur. Bu gruplar olusturulduktan sonra disulfur bagi olusturma adimlari
ile ligand ucalgipe baglandiriimistir. 1IgG yapisinda, SATP molekullu ile sualfur
gruplar olusturma ve AKM ug/¢ip modifikasyonu prosedurt asagida detayl olarak
anlatiimaktadir.

- 45,90, 360 pg/ml Goat IgG-biyotin protein stok solusyonundan alinir.

- 1 mg (3.3 nmol) SATP, 1 ml DMSO igerisinde hazirlanir ve vortekslenerek
yavasca protein iceren solUsyona eklenir ve karisim oda sicakliginda
inkube edilir.

- PEG’lerin baglanmasi igin tiyol gruplarini aktif duruma getirmek i¢in 40 pL
yukarida hazirlanan protein solisyonu, 380 yL sodyum fosfat tampon ve 80
ML 300 mM hidroksilamin.HCL ile karigtirilir.

- Ugclar/cipler bu karisim icerisinde 1 saat bekletilir ve daha sonra 1 saat
fosfat tampon ile yikama proseduru gergeklestirilir [105].

3.2.3.2. AKM ucunun/gipinin 4-formil-benzamido-dPEG-TFP baglayici
molekilu kullanilarak IgG antibadi ile modifiye edilmesi

Bir onceki yontemde tiyol kimyasi kullanilarak AKM ucuna/gipine baglanan 1gG
antibadi, bu asamada yapisinda bulundurdugu serbest amino gruplari ile AKM
ucuna amit bagi yardimiyla kovalent baglandiriimigtir. Calismanin bu asamasinin
amaci, bir onceki yontemde kullanilan NHS-PEG-SPDP molekull ile bu yontemde
kullanilan PEG molekulunun AKM ucunun/gipinin IgG ile modifikasyonu veriminin
kargilagtinimasidir. Bu yontemde aldehit ile proteindeki amin gruplarinin
etkilesimden olusan Schiff bazini indirgemek igin sodyum borohidrit kullaniimigtir.
Prosedlr asagida detayl olarak anlatiimaktadir.

- 40 pL protein solusyonu parafilm Uzerine tutturulmus ucunda aldehit

bulunan AKM igneleri Gzerine damlatilir.

- Hemen ardindan 2 yL 1M NaCNBH3; (500 pL 10 mM NaOH igerisinde 32
mg kati NaCNBH3 ¢6zundurulmus stok soliusyonundan alinmig) eklenir ve
karisim 50 yL damla olarak dikkatlice karistirilir ve 1 saat inkaibe edilir.

- Kullanilmayan aldehit fonksiyonlarini bloke etmek icin 5 pL etanolamin

hidroklorar 1M’lik stok solisyonundan eklenir [87].
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Yukarida belirtilen iki fakh yontem ile AKM u¢ modifikasyonunun nedeni, kuvvet

spektroskopi deneylerinde kullanilabilecek en stabil molekulu tayin etmek igindir.

3.2.4. Validasyon Caligmalari

Calismada kullanilan modifiye AKM uglarinin/giplerini  validasyonu, bu
uclara/giplere tutturulmus ligandlarinin yogunlugu ve verimliligi yapilacak farkli iki
karakterizasyon yontemi ile belirlenmistir. Bunlardan ilki enzim oOlgumleri, ikincisi

spektroskopi 6lgumleridir.

3.2.4.1. AKM Ucuna Baglanan Molekul Sayisinin Tayini

AKM ucuna/gipine tutturulan biyotinlenmis IgG molekulinin yogunlugu ve
baglanma verimliligi, kromojenik ajan olan OPD (O-fenilendiamin) (Alfa Aesar,
ABD) ile belirlenmisti. AKM wucu ile ayni Ozellikteki silikon nitrat destek
malzemeleri Uzerine, yukarida belirtilen yontemler ile biyotinlenmig 1IgG molekdulleri
PEG baglayicilar ile kovalent baglanir. Daha sonra Extravidin® Peroksidaz
(Sigma Aldrich, ABD) molekulleri, modifiye edilmis AKM ucu/gipi ile 1 saat
etkilestiriimistir. inkiibasyon sonrasi malzemeler fosfat tampon ¢ézeltisi ile 3 kez
yikanmistir. Yikama isleminden sonra modifiye yuzeyler, 6nceden hazirlanan OPD
ve HO, karisimi igeren spektrofotometre klvetleri igine daldirlarak, karigsimda
meydana gelen renk degisiminin 490 nm’deki sogurma miktari Olgulerek AKM
uc/cip modifikasyonunun verimi belirlenmigtir. OPD peroksidaz ile tepkimeye
girerek kahverengi tonlarinda renk vermektedir (Sekil 3.37) [105].
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Sekil 3.37. Baglanma veriminin kromojenik ajan ile belirlenmesi (© 2006, American
Chemical Society izni ile kullaniimistir) [105].

3.2.4.1. Kuvvet Spektroskobisi Olgiimleri

ikinci validasyon yéntemi olarak AKM ile KS élgiimleri yapilmistir. Yiizeye kovalent
baglandiriimig olan molekullerin uca baglanmis olan ligandlar ile segici, spesifik
baglar kurmasi ve bu baglarin sayisal degerleri kuvvet spektroskopisi olgumleri ile
belirlenmistir [87, 112].
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ik olarak bos mika yiizeyi tizerinde modifiye edilmis kantileverler ile KS egrileri sivi
hicre igerisinde kaydedilmigtir. Daha sonra yuzeyi streptavidin molekulu
kaplanmig mika yuzeyi ile biyotinli IgG molekulunin etkilesimine bakilmigtir. Son
olarak baglanma spesifitisini gostermek amagli olarak, baglanmay! bloklamak
amacli streptavidin kapli mika yuzeyine biyotin molekulleri kovalent baglandiriimis
ve yine modifiye edilmis kantilever ile etkilegsimlerine bakilmistir. Bu durumda
bloklanmis yuzey ile modifiye AKM ucu etkilesime girmemesi beklenmektedir.

Biyotin streptavidin spesifik baglanma deneyleri disinda AKM ucuna farkli bir
ligand olarak lizozim baglanmigtir. Calismada kullanilan lizozim baskilanmis
polimerler Dr. Erkut Yilmaz tarafindan ylksek lisans doktora tezi kapsaminda
sentezlenmigtir [159]. Lizozim molekulinun, yapay reseptor olarak hazirlanmis
lizozim baskilanmis polimerlerin spesifik baglanma noktalar ile etkilesimleri yine
kuvvet spektroskopisi ile kaydedilmigtir.

Atomik kuvvet spektroskopisinde ligand modifiyeli AKM ucu ile ylizeyde bulunan
ilgili reseptor molekulleri arasindaki etkilesimler kuvvet-mesafe dongusu (ing:
force-distance cycle) ile izlenir (Sekil 3.38). Bu dongu esnasinda ug sabit bir hizla
bulundugu yerde asagi (yaklasma) ve yukari (uzaklasma) dogru hareket eder. Ug
ornek yuzeyine yaklasirken (Sekil 3.38, yakinlagsma 1-3. noktalar), uca bagl ligand
molekuld ornek yuzeyi ile etkilesime girer. Bu yuzden kantileverde herhangi bir
bukilme meydana gelmez ve bukulme sifir olarak adlandirilir (Sekil 3.38,
yakinlagsma 1. nokta). Ug, yuzey ile temas ettigi zaman ise (Sekil 3.38, yakinlagsma
2. nokta), yuzeyden uygulanan ve ucun asagiya hareketi ile dogrusal bir sekilde
artan itici kuvvet ile uyumlu bir gekilde kantilever yukari dogru bukulerek kuvvetin
negatif kisimda yer almasina sebep olur (Sekil 3.38, yaklasma 3. nokta). Ucun
yuzeyden uzaklagsma dongusu basladigi zaman (Sekil 3.38, uzaklasma 4, 5 ve 6.
noktalar), kantileverin bukulmesi eski konumuna gelir ve itici kuvvet sifira duger.
Uc¢ yuzeyden uzaklastikga, ignede bulunan ligand ile yuzeyde bulunan reseptor
molekulu igne Uzerinde yavas yavas artan baskici bir kuvvet olusturur. Bu da
kantileveri agagiya dogru buker (Sekil 3.38, uzaklasma 4. nokta). Uzaklasma
dongusunun 5. noktasinda gorilen parabolik (dogrusal olmayan) edri, ligand
molekulin bagh oldugu esnek birlegtirici 6rnegin uzamasi sonucu meydana gelir.
Kantileverin asagiya dogru bukulmesi, ligand-reseptor kompleksinin belli bir
kuvvette birbirinden ayriimasina kadar siirer. iste bu kritik kuvvete “kopma kuvveti,
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F,” adi verilir ve Hooke kanuna gore; F,=kAx, kantileverdeki bukulme (Ax) ile
orantiidir. Burada k, kantileverin yay sabitidir. Kompleksin birbirinden
ayrilmasindan sonra, kantileverdeki bukulme sonlanir ve eski orijinal pozisyonuna

geri doner (Sekil 3.38, uzaklasma 6. nokta).

Uctaki ligand ile yuzeyde bulunan reseptor arasindaki baglanmanin 6zgunlugu,
bloklama deneyi ile belirlenir. Bloklama deneyi, serbest ligandlarin solisyona
verilerek yuzey reseptorlerini bloklamasi, yada serbest reseptorlerin solisyona
eklenmesi ile igne Uuzerindeki ligand molekulinin bloklanmasi seklinde
uygulanabilir. Bloklama sonrasinda, 6zgul bir baglanma olmayacagi igin, kuvvet-
mesafe dongusundeki yaklasma ve uzaklagsma egrileri birbirlerinin aynisi olur
(Sekil 3.38, gobmulu grafik).

\ Bloklama

YAKINLASMA EGRISI

(F = kAXx)

AN =

Kantileverin Sapmasi (A X)

[ Ornek-yiizey mesafesi (nm)]

Sekil 3.38. Kuvvet-mesafe dongusu.

3.3. Nanoindentasyon GCaligmalari

indentasyon KS egrisinden elde edilmektedir ve indentasyon egrisi ile bir
malzemenin sertligi ve modulus degeri hakkinda bilgi edinilebilir. Dolayisiyla
calismada bu bilgiden yola c¢ikarak indentasyon hesaplarini literatur verileri ile
dogrulayarak KS egrilerinin dogrulugu kanitlanmigtir. Sekil 3.38'de ucun
spektroskopi esnasinda piezonun hareketi ile yerdegisimi sematik olarak
aciklanmistir. Sekil 3.39 (a)'da kirmizi yuvarlak igerisinde gosterilen kisim (Sekil
3.39 (b)'de bu kismin ucun yuzeye temas ettigi ve yuzey Uzerinde tahribat biraktigi

kisim olarak gosterilmektedir) indentasyon bolgesidir.
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indentasyon esnasinda ucun érnek ylizeyine girmesi ve daha sonra yiizeyden
ayrilmasi neticesinde yukleme ve geri gcekme egrileri kaydedilir. Bu egrilerden
sertlik, temas yuzey alani, temas yuksekligi ve Ornegin esneklik modulu geri
cekme egrisinin egiminden yola gikarak hesaplanir. Egrilere bakilarak maksimum
yuk ve maksimum yukseklik bilinir. Egim egrisinin X eksenini kestigi nokta temas
yuksekligini gosterir (Sekil 3.40). Bu degerler kullanilarak Berkovi¢ uca gore Esitlik
3.12-3.14’den temas alani, sertlik ve ornegin elastik modulusu hesaplanir. Esitlik
3.14 ile yuzeyin elastik modulu bilgisine ulasiimaktadir. Bu esitlikte F, maksimum
yukU, v, Poisson oranini, hc, indentasyon mesafesini, E, elastik modulu temsil
etmektedir. B, geometri duzeltme faktoru degerini belirtmektedir. Bu egitlikten yola
citkarak indentasyon egrisinden elde edilen veriler dogrultusunda yuzey elastikligi
hakkinda kantitatif veri elde edilir.
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Sekil 3.39. a) SPM programi ile kaydedilmis KS egrisi. Kirmizi yuvarlak igerisinde
kalan alan indentasyon bolgesi, b) Kantileverin yuzey Uzerindeki hareketi.
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yiukleme

Yuk, P

cekm

hy T h

Ac = 26.44 he? (C)

Piezo Yerdegistirme, h

Sekil 3.40. (a) Piezonun yerdegistirmesine gore yuk egrilerinin gematik gosterimi,
(b) indentasyon sonucu olugsan deformasyonun profil goruntu ¢izimi, (c) Ucun
yuzey Uzerindeki temas alani.

Temas Alani = Ac = 24.5hc? [3.12]

Sertlik (S) =Hc = P/ Ac [3.13]
_ 2_E 2 _

F = = Bhc (B=1.034) [3.14]

indentasyon calismalari kapsaminda elastisitelerine bakilmak {izere Saos-I|
hacreleri  kullanilmigtir. Bu hucrelerin  anodizasyon yontemi ile hazirlanmis
titanyum nanotup yuzeylere tutunma ve proliferasyon davranislari, indentasyon

calismalariyla hicrelerin elastisite hesaplari ile belirlenmisgtir.

3.3.1. Titanyum Yuzeylerinin Anodizasyon Yontemi ile Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda farkli ¢ap genigliklerine sahip titanyum nanotlp yuzeyleri
elektrokimyasal anodizasyon yontemi ile hazirlanmistir. Anodizasyon icin 0.127
mm titanyum folyo (%99.7, Strem Chemicals, ABD) ve 0.1 mm platinyum tela
(%99.9, Alfa Aesar, ABD) kullaniimigtir.

Titanyum plakalar 2’ser cm boylarinda kesilerek once sivi deterjan ile yikanmig
daha sonra %70 etil alkol ile 10 dakika ulrasonik banyoda temizlenmiglerdir.
Anodizasyondan oOnce titanyum folyolarin Uzerinde bulunan oksit tabakasinin
ortadan kaldirilmasi i¢in plakalar HF:HNO3 (1:1.5 v/v) (Merck, Almanya) soltisyonu
ile temizlenmigtir. Daha sonra metaller deiyonize su ile yikanarak 70°C’'da etlv
icerisinde kurumaya birakilmiglardir. Farkl ¢aplara sahip titanya nanottp yuzeyler
elde etmek i¢in anodizasyon igleminde etilen glikol — amonyum florir (NH4F)

(Merck, Almanya) elektroliti kullanilarak 10V, 15V, 20V, 25V, 30V, 35V, 40 V ve 45
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V potansiyel gerilim uygulanmigtir [142]. Her bir plakaya gerilim 15er dakika
uygulanmigtir. Olusturulan ydzeyler taramali elektron mikroskopu (Quanta 200
FEG, FEI Instruments, ABD) ve AFM ile yuzeyler karakterize edilmigtir. Anotlama
dizeneginde kullanilan  dogru akim gu¢ kaynagr 0-100V potansiyel fark
araliginda calisabilmektedir. Kaynagin pozitif ucuna titanyum (anot), negatif ucuna
ise platin (katot) baglidir. iki plaka arasi 2 cm olarak sabit tutulmaktadir.
Anodizasyon duzenegi Sekil 3.41'de gosterilmektedir.

- Gul¢ Kaynag:

Teflon Beher

Ti Anot

Pt Katot

/"—;\
Manyetik Kanistirici

3.41. Anodizasyon duzenegi.

3.3.2. Hucre Kultura Galigmalari

AKM ile degisen titanyum nanotuplerin ¢aplarinin hicre esnekligine etkisini 6lgmek
icin farkh potansiyel fark uygulanarak hazirlanan titanyum plakalarin Gzerine
hacreler ekilmigtir. Hucre hatti olarak Saos-ll (Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanhgi, Sap Enstitusi Muaduarligu, Turkiye) osteoblast benzeri osteosarkoma
hacre hatti  kullanilmigtir.  Saos-Il hucreleri %10 Fetal Sigir Serumu ile
desteklenmig Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde
cogaltiimistir.  Besiyere %1 oraninda L-Glutamin ile birkag damla
penisilin/streptomisin ¢dzeltileri eklenmistir. iki giin beklemeden sonra gogalan
hiicreler 1 dakika 37°C 400uL Tripsin-Edta enzimine maruz birakilarak besiyerden
kaldirilmigtir.

Cap farklarina gore 10V, 30V ve 40V potansiyel fark uygulanmis ve kontrol amagh

olarak hi¢ potansiyel uygulanmamis titanyum yuzeyler Uzerine kaldirilan hucre
74



solusyonundan 100’er uyL alinarak hucre ekimi gergeklestiriimigti. DMEM ile

plakalar Uzerindeki besiyer 500 yL’ye tamamlanmistir.

3.3.3. AKM ile Biyomekanik Ozelliklerin Olgiimleri

Hucrelerin inkUbasyon gunlerine gore elastik ve viskoelestik testleri, AKM
spektroskopi teknikleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneylerde
nanoindentasyon iglemi icin yaklagik 0.04-0.05 N/m yay sabitine sahip AKM
kantileveri (Hydra6V, AppNano, ABD) kullanilmigtir. indentasyon hiicre (zerine
farkli hizlarda bastirilip, yukleme - yerdegistirme egrileri yuzey Uzerindeki farkli
noktalardan (her nokta igin en az bir kez) kaydedilmistir. indentasyon egrilerinden
Herzt Model uygulanarak elastik modulus degerleri hesaplanmistir. Yuzeylerdeki
hacreler, 1., 9. ve 15. inkubasyon gunlerinde AKM ile mekanik testlere tabi

tutulmus ve mekanik geligsimleri incelenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sivi igerisinde Galisan Yiiksek Coziiniirlilk AKM Gelistirilmesi

Tez kapsaminda birinci bolumde caligsmalar AKM sisteminin ve kapali sivi
hdacrenin mekanik, optik ve elektroniksel olarak optimizasyonu ve gerekli
modifikasyonlarin saglanmasi yonunde ilerlemistir. Calismalar sonucunda sistemin
guraltt kaynaklari minimize edilmis ve atomik ¢o6zunurlik havada ve sivida
kaydedilmistir. Bu calismalarda uluslararasi literatire vyenilik olarak akustik
titrestirme yontemi kullanilarak, tamami ile kapali sivi hucre igerisinde yluzeye
degmeyen modda atom goruntuleri AKM ile alinabilmistir. Gelistirilmis olan sistem

ile birgok biyolojik ornegin havada ve sivi igerisinde goruntuleri monitorlenmigtir.

Nanomanyetik Bilimsel Cihazlara ait sivi hicre tasarimindaki sivi kaybi, hucre
icerisinde olusan hava kabarciklari ve kantilever tutucu govdede kullanilan
malzemeler arasindaki uyumsuzluk yalanci merkez frekans egrilerinin sayisini
arttirmakta ve gergcek merkez frekans egrisinde galisiilmasini imkansiz kilmakta idi.
Gergek olmayan merkez frekans egrilerinden kurtulabilmek igin ilk olarak mekanik
tasarimda degisikliklere gidilmistir. Dolayisiyla, iki malzeme arasindaki gecis
enerjisi farkindan yararlanilarak kantilever tutucunun goévdesinin malzeme
degisikligi gerekliligi neticesine varilmistir. Akustik empedans degeri 33 x 10°
kg/m?s olan piezo malzeme ile arasinda 10 kattan fazla fark olan KEL-F, Za= 2.1 x
10°kg/m?s,  kullaniimasina karar verilmistir. Boylece KEL-F gévdede akustik
bariyer gorevi gormekte ve dalganin tum govdeye yayllmasi yerine sadece
kantileveri titrestiriimesi saglanmigtir. Fakat daha sonraki tasarimda daha
dayanikli ve daha uygun fiyath olmasindan dolayr PEEK malzemenin gdvde
yapiminda kullaniimasina karar verilmigtir. PEEK elektriksel olarak yalitkandir,
hatta bu o6zelliginden dolayr ¢evremizdeki elektriksel malzemelerin yapiminda

kullaniimaktadir ayrica agresif kimyasal maddelere kargi olduk¢a dayanikhdir.

Bu galigmalarda yayin titresimini saglamak igin kullanilan piezolarin bulundugu yer
konusunda da yapilan deneysel galismalar neticesinde yer degisimine gidilmistir.
Yine akustik bariyer niteligi tasimasi acisindan kantilever tutucuda farkli
malzemeler sandvi¢ seklinde Ustlste gelecek sekilde tasarlanmistir. Varolan
tasarim ile bu agsamada gelistirilen tasarim ile sivi igerisinde kaydedilen merkez
frekans egrileri teke indirgenmistir.
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Ayrica kantilever tutucu govdeyi iyilestirme c¢alismalarinda kantilever c¢ipinin
Uzerine basan ve sivi igerisinde sabit kalmasini saglayan yayin malzemesinin ve
seklininde ¢ok onemli oldugu alinan deney sonuglari ile kanitlanmigtir. En son
PEEK malzemeden yapilmis udggen seklinde olan yay ile elde edilen merkez
frekans egrisinin elde edilen en iyi sonu¢ oldugu gozlemlenmigtir. Deneyler
basinda ve sonunda kaydedilen merkez frekans egrilerindeki degisim sirasiyla
Sekil 3.4b ve Sekil 3.19 karsilastirildiginda agikca gozlemlenmektedir. Ayrica
frekans egrisinden kaydedilen Q degeride karsilastirildiginda egrilerin kalitesinin
mekanik tasarimdaki degisiklikler ile oldukga arttirildigi gézlemlenmektedir. ilk
tasarimda kaydedilen Q degeri 4.333 iken, mekanik tasarim sonrasinda
kaydedilen egrideki Q degeri 39.47 olarak kaydedilmigtir. Bu c¢aligsmalar
neticesinde neredeyse 10 kat ilerleme kaydedilmistir.

Sivi hiicre érnek tutucuda tekrardan tasarlanmistir. ilk tasarimda piezo iizerinde
sabit duran ornek tutucu Uzerine S membran oturtularak sivi hapsediimeye
cahsihyordu ki bu durum neticesinde sivi tam olarak hicre igerisinde
hapsedilemiyordu. Deneysel ¢alismalar ile bir gok sivi hucre tasarimi denenmis ve
sonug¢ olarak en yumusak conta kullanilarak ve piezodan bagimsiz kimyasallara
dayanikli olmasi i¢cin PEEK malzeme kullanillarak tak c¢ikar ornek tutucu
tasarlanmigtir. Bu 6rnek tutucu ile incelenecek olan 6rnek disarida 6rnek tutucuya
oturtularak miknatislar vasitasi ile piezo tarayici Uzerine yerlegtirilecek sekilde
tasarlanmigtir. Fakat yine arada kalan bosluklar nedeni ile digariya bir miktar sivi
tasmasi engellenememigtir. Bunun Uzerine ornek tutucu cevresinde toplama
havuzu oyugu aciimigtir. Gelistirilmis olan o6rnek tutucunun son gorunumu Sekil

3.24’de gosterilmektedir.

Sivi igerisinde gorunti almanin en buyuk sorunlarindan biride hucre igerisinde
olusan hava kabarciklarnidir. Bu hava kabarciklari goruntide gurdltilere,
bozulmalara ve hatta gorinti alinamamasina neden olmaktadir. Hava
kabarciklarinin olugsmasinin temelinde hucre igerisinde duzenli sivi aktariminin
yapillamamasi yatmaktadir. Dolayisiyla hicre igerisine dogru bir gsekilde sivi
gonderilip, iceriden havanin gikmasida diger yonden ayni miktarda saglandigi
takdirle hucre icerisinde hava kabarcigi kalmasi mumkun degildir. Bunun Uzerine
deneysel tasarimda ornek tutucu igerisine direk sivi gonderildiginde ve yine ornek

tutucudan tahliye saglandiginda oOrnegin Uzerinin ve kantileverin sivi igerisine
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batmadigi gézlemlenmistir. Sivi Ustten ve bir taraftan hucre igerisine gonderilip,
diger taraftan ve yine Ustten tahliyesi saglanmasi ve iki nokta arasinda seviye farki
yaratihp fazla havanin igeride hapsolmasina engel olunmasi neticesinde hucre

icerisindeki hava kabarciklari buyuk oranda indirgenmistir.

Sivi icerisinde caligirken hava ve sivi fazi birbirinden ayirmak ve yansiyan lazer
ISIgin fotoduyar yuzeye dik agi ile dusurilmesi gerekmektedir. Bunun igin
calismalarda yuksek saflikta (>%95) olan kaynasik silika camlar tercih edilmistir.
Isigin tam olarak cam igerisinden gegcisinin saglanmasi ve geri yansimanin
engellemesi igin camin sivi ile birlesen yuzeyine 635 nm dalga boyu i¢in %0.2
yansima oranina sahip yansimayan kaplama yaptiriimistir. Birlegsim yerlerinde
hava kabarciklari kalmamasi ve 15191 tam olarak 90 derece ile fotoduyar yuzeye
dusurebilmek icin dig capr 5.62 cm ark seklinde silindirik cam kullaniimigtir.
Kullanilan camin son gekli ve acgisal degerleri Sekil 3.33’de gosterilmektedir.

AKM’de sivi hiucre birimlerinin diginda kullanilan tarayicininda 6zelligi dnemlidir.
Nanomanyetik Bilimsel Cihazlara ait AKM'nin tarayicisi tup piezo icermektedir.
Piezolar Bolum 2.1.1°de anlatildigi gibi potansiyel fark uygulandiginda Z yoninde
uzama ve kisalma goOstermektedirler. Piezo tuplerin ¢ozunurlGgu ise Bolum
3.1.2.2de anlatildigi gibi boyutlarina gore degisiklik gostermektedirler. Piezo
uzunlugu ne kadar kuguk olur ise verilen sinyale gore gurult miktari o oranda
dusgecektir. Bu bolimdeki hesaplamalar sonucunda bir ing uzunlugundaki tarayici

ile atomik ¢ozunurlik elde edilebilmesi mumkundur.

Mekanik tasarimda yapilan degigsiklikler ile merkez frekans egrilerinde kaydedeger
duzelme oldugu ve sivi igerisinde goruntu alinabildigi gozlemlenmistir. Ancak tek
basina mekanik tasarimda yapilan degigiklikler yuksek ¢ozunarlukte goruntu
alinabilmesi igin yeterli degildir. Optik duzenekte ve elektronik devrelerde de
gurultd oranini azaltmak igin iyilestirmeler yapilmasi gerekmektedir. Dolayisiyla tez
kapsaminda bu yonde de galismalar yapiimistir. Elektriksel olarak olusan Johnson
ve preamfi gurlltisi segilen anfiler ile minimize edilmistir. Bu konuda literatlrde
Fukuma ve arkadaslarinin galigmalari takip edilmistir [43,54]. Elde edilen sonuglar
onlarin sonuglari ile tutarlihk gostermistir. Hesaplanan gurulti degerleri Cizelge

4.1’de goOsterilmektedir.
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Cizelge 4.1. Sistem elektronik gurultu degerleri hesaplamalari

Riv: 10 k-Ohm
Johnson giiriiltiisii: 4.07E-08 V/\Hz
Fotodiyot amfisi Voltaj giiriiltiisii: 6.50E-09 V/\Hz
Fotodiyot amfisi Akim giiriiltiisii: 5.00E-10 V/VHz
Fotodedektor giiriiltiisii: 4.12E-07 V/\Hz

Mekanik, optik ve elektronik olarak yapilan iyilestirmeler neticesinde cihazin
kantilevere termal hareketi olarak yansiyan ve spektrum analizor ile Olgulebilen
gUrilti seviyeleri hesaplanmistir. iki cesit kantileverin hava ve sivi igerisindeki
Brownian hareketinin frekans spektrumu Sekil 4.1°de sirasi ile gosterilmistir. Mavi
renkteki gizgiler spektrum analizor cihazi ile dlgulen verileri gostermektedir. Kirmizi
renkteki  ¢izgiler Egitlik 3.11°den hesaplanan teorik verileri gostermektedir.
Bulunan pikler kantileverin hava ve sivi igerisindeki herhangi titresim
gondermeden olugsan Brownian hareketidir. Guaraltd olgumleri iki farkli model
kantilever kullanilarak yapilimis. Tap300Al (Budget Sensors) ile havada alinan
dlglimler sonucunda kantilever hareketine bagh giiriiltii yogunlugu 29.48 fm/\Hz,
sivi igerisinde yapilan deneyler sonucunda 36.98 fm/vHz olarak ®lgiilmistir.
NCHAu (Nanosensors) ile ise havadaki dlciimler sonucunda 19.24 fm/vHz, sivida
ise 28.43 fm/VHz olarak 6lciimiistiir. Bu degerler optik isin saciimasi metodunu
kullanan sistemler arasinda sivida oOl¢llen gurultu dlgimlerine gore en alt seviyede

oldugu belirlenmistir.

Geligtirilen son prototipteki elektronik aksamda yapilan degisiklikler ve eklemeler
yazilimdaki gelismeler ile goruntu kalitesinde daha iyi sonuglar alinmistir. Deney
sonuglarina gore tasarimlari tamamlanmis olan son prototipin optik, mekanik ve
elektronik bilesenleri Sekil 4.2'de gosterilmektedir. Cozunarluk kalitesini test etmek
icin sivi icerisinde mika tabakalari taranip atomik adimlar ve atomik latisler
kaydedilerek test edilmigtir. Ayrica biyolojik numuneler kendi fizyolojik ortamlarinda

goruntilenmiglerdir.

79



g

= Deneysel (fm/vHz)

~
I3
o

——Teorik (fm/vHz)

g

-
o
=]

g

Sapma Gurlitt Yogunlugu (fm/NHz)
&

B}

295 300 305 310 315 320 325
Frekans (kHz)

(@)

g

——Deneysel (fm/vHz)

~
I
S

——Teorik (fm/vHz)

g & B

Sapma GUrlltt Yogdunlugu (fmivHz)
8

19.24 fmiHz

270 275 280 285 290 295 300 305

Frekans (kHz)

(c)

310

) ——Deneysel (fm/vHz)

. ——Teorik (fm/VHz)

50

B 36.98 iz
30 &

~
S

10

Sapma Gurlitu Yogunlugu (fmiNHz)

Frekans (kHz)

(b)

~
o

== Deneysel (fm/VHz)

3

wmTeorik (fm/vHz)

w
o

5

w
o

28 43 fmiNHz

[
=]

Sapma GUrtitl Yogunlugu (fm/Hz)
s

o

0
o

110 130 150

Frekans (kHz)

(¢

170 190

Sekil 4.1. Kantilever Brownian hareketinin frekans spektrum dlgimleri, (a)
Tap300Al ile havada (b) sivida; (c) NCHAu ile havada, (¢) sivida alinan dlgimler.
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Sekil 4.2. Son prototip Sivi Hiicre AKM elektronik, optik, mekanik bilesenleri.
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4.1.1. ik Prototip ile Alinan AKM Goériintiileri

Tasarlanan ilk sivi hicre prototipin havada ve sivi igerisinde performansini test
edebilmek igin gesitli biyolojik érnekler AKM ile taranmigtir. ilk biyolojik érnek
tarama denemelerinde 6rnek olarak kirmizi kan hucreleri kullaniimigtir. Kirmizi kan
hdcrelerinin gaplar genellikle 4-8 ym arasinda degismektedir [160]. Fizyolojik salin
icerisinde tiklamali modda 20 ym x 20 uym taranarak kaydedilen kirmizi kan
hdcreleri goruntusu Sekil 4.3'de gosterilmektedir. Taranan kirmizi kan hucrelerinin

caplari 5-7 ym olarak olgulmastar.

Sekil 4.3. Fizyolojik salin icerisinde kirmizi kan hucreleri goruntusu (Yukseklik
skalasi 0-5 pm).

Taranan biyolojik orneklerin ¢esitliligi agisindan, toprak bakterisi olan ve biyolojik
pestisit olarak kullanilan Bacillus thurigiensis bakterisinin tasarlanan AKM ile
goruntusu kaydedilmigtir. Bakteri gogalmasini ve herhangibir enfeksiyona neden
olmasini engellemek i¢in bu goruntuler havada kaydedilmistir. Cubuk seklinde olan
bu gram pozitif bakteri turinun yaklasik olarak genisligi 1 ym, uzunlugu 5 ym’dir
[161]. Sekil 4.4’de birinci prototip ile havada tiklamali modda 20 ym x 20 ym ve 50
gum x 50 pm taranarak kaydedilmis Bacillus thurigiensis topografi ve genlik
goruntuleri gosteriimektedir. Kaydedilen goruntulerde bakterilerin  geniglikleri
yaklasik olarak 1 um ve uzunluklari 4-5 pm olacak sekilde gorantiler
kaydedilmistir.
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Sekil 4.4. Bacillus thurigiensis AKM goéruntisi. (a) 256 piksel, havada tiklamali
modda alinmistir, yikseklik skalasi: 0-5 ym. (b) 256 piksel, havada tiklamall
modda alinmigtir, yukseklik skalasi: 0-3 ym [154].

Acinetobacter sp. turindeki bakteri gorintusu de tasarlanmig olan birinci prototip
AKM ile goruntilenmistir. Acinetobacter sp. gram-negatif cinsinden yuvarlak sekilli,
700-800 nm boyutlarinda bakteri turudur [162]. Bakteri cogalmasini ve herhangibir
enfeksiyona neden olmasini engellemek igin bu gortntiler havada kaydedilmistir.
Sekil 4.5'da birinci prototip ile havada tiklamali modda 15 pm x 15 ymve 3 ym x 3
um goruntuler taranarak kaydedilmis olan bakteri goruntlleri gosteriimektedir.
Bakteri boyutlari birinci prototip ile dogru kaydedilmistir. Ancak tek bir bakteri

goruntusu kaydedilirken genlik gorunta Uzerinde cihazdan kaynakh guarultininde
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goruntisu  Sekil 4.5 (b)de gorulmektedir. Bu durum neticesinde yuksek

c¢Ozunurlukte goruntu kaydedilebilmesi i¢in elektronikten kaynakh gurualti

faktorlerinin minimize edilmesi durumu agikca belirgin hale gelmigtir.

(@) (b)

Sekil 4.5. Acinetobacter sp. bakteri goruntusu. (a) 256 piksel goruntl havada
tiklamali modda alinmigtir, yukseklik skalasi: 0-5 um (b) 128 piksel havada
tiklamali modda alinmigtir, yukseklik skalasi: 0-3 um. [154].

Prototipin goruntu kalitesini 6lgme calismalarina yonelik olarak farkl bir bakteri
turG olan Staphylococcus aureus (koagulaz pozitif) ve Staphylococcus
epidermidis (koagulaz negatif) bakteri gogalmasini engellemek amacgl havada
goruntuleri kaydedilmigtir. Staphylococcus aureus sinuzite neden olabilen gram-
pozitif, patojenik bir bakteri tartdur. Bakterinin ¢ap boyutlari 500-800 nm
civarindadir [163]. Staphylococcus epidermidis ise normal insan deri florasinda
bulunan patojenik olmayan gram-pozitif bakteri turudur. Bakterinin ¢ap boyutlar
500-1500 nm arasinda degismektedir [164]. Sekil 4.6'da 10 ym x 10 pm goruntu
taranarak Staphylococcus aureus (koagulaz pozitif) havada tiklamali modda, 5um
x Sum goruntu taranarak Staphylococcus epidermidis (koagulaz negatif) yine
havada tiklamali modda kaydedilmistir. Goruntluler yine bakterilerin boyutlari
literatur ile karsilastirildiginda basarih bir sekilde kaydedilmigtir.
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(b)

Sekil 4.6. (a) Staphylococcus aureus (koagulaz pozitif) AKM goruntusu. 256
piksel, havada tiklamali modda alinmistir, ylkseklik skalasi: 0-1 ym, (b)
Staphylococcus epidermidis (koagulaz negatif) AKM goruntusui. 256 piksel,
havada tiklamali modda alinmistir, yukseklik skalasi: 0-3 pym.

Rhodobacter sphaeroides enerjiyi fotosentez yolu ile Ureten mor bakteri tarudur.
Cubuk seklinde, gram-negatif bakterinin uzunlugu yaklagik olarak 1.5-2 pm,
genisligi 0.8-1 ym’dir [165]. insan (izerinde patojenik etkisi olmayan Rhodobacter
sphaeroides sivi igerisinde goruntileri kaydedilmistir. Sekil 4.7°de fizyolojik salin
icerisinde tiklamali modda 8 pym x 8 ym ve 20 ym x 20 ym goruntu taranarak
alinan Rhodobacter sphaeroides AKM goruntuleri gosterilmektedir. Birinci prototip
sivi hicre igerisinde alinan goruntulerde yine sivi igerisinde elektroniksel ve optik
yolak kaynakli gurultilerin minimize edilememesinden dolayi, tarama alani buyuk

olmasina ragmen bakterilerin net goruntuleri kaydedilememigtir.

(b)
Sekil 4.7. (a) Rhodobacter sphareoides AKM goruntusu. (a) 256 piksel, sivida
tiklamali modda alinmigtir, yukseklik skalasi: 0-3 um, (b) 256 piksel, sivida
tiklamali modda alinmigtir, yukseklik skalasi: 0-5 ym.
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Streptomyces bakteri turu antibiyotik ¢alismalarinda ¢ok fazla galisilan bozulmaya
neden olan bakteri taradur, ayni zamanda kuf bakterisi olarakta aniimaktadir.
Koloni seklinde bulunan bakteri tird ¢evresinde misel yapilara sahiptir. Bakterinin
capl 0.5-2.0 ym arasinda degismektedir [166]. Sekil 4.8'da havada tiklamal
modda 20 ym x 20 ym goruntu taranarak kaydedilmis Streptomyces bakteri
kolonilerinin AKM goruntusu gosterilmektedir. Goruntulerde bakterilerin  koloni
sekilleri kaydedilebilmig fakat misel yapilari gérintilenememistir.

Sekil 4.8. Streptomyces kolonilerinin AKM goruntusu. 256 piksel, havada tiklamali
modda alinmistir, yukseklik skalasi: 0-2 ym.

ilk prototip ile mikrometre skalasinda goériintiler basarili bir sekilde
kaydedilebilmistir. Fakat cihazda gurultu seviyelerini dugirmeye yonelik ¢galismalar
son halini almadigi igin mikrometrealti ve nanometre skalada kaydadeger sonuglar
elde edilememistir. Bu calismalar sonucunda optik, mekanik ve elektroniksel
kaynakl guriltt seviyelerinin indirgendigi bir sivi hidcre prototipine yonelik

calismalara baglanmigtir.

4.1.2. Son Prototip ile Alinan AKM Goruntuleri

Son prototip ile alinan biyomolekullere ornek olarak, fizyolojik salin igerisinde
tiklamali modda goruntulenmis trombosit goruntuleri Sekil 4.9’da gosterilmektedir.
Kirmizi kan hucresi, beyaz kan hucresi ve kimelesmis trombositlerin goruntusu
Sekil 4.9 (a)da gosterilmektedir. Kimelesmis trombositlerin ¢api genellikle 2-3
pm’dir, bir trombositin genigligi 1-2 ym’dir [167]. Sekil 4.9 (b)de sertbest ve
kimelesmis trombosit AKM goruntaleri 20 ym x 20 pm goruntisu taranarak
gosterilmektedir. Sekil 4.9 (c)de kirmizi kan hucreleri Uzerine dagiimis
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trombositlerin tekli gortntisu kaydedilmistir. Alinan kesitte bir trombositin genisligi

yaklasik 1um olarak olgulmustar.

Beyaz Kan
Hiicresi

Kirmizi Kan
Hucresi

"" <
§ 135 nm
099 pm

(c) (d)

Sekil 4.9. (a) Sirasiyla eritrosit, trombosit ve 16kosit SEM goruntusu [166], (b)
fizyolojik salin igerisinde tiklamali modda alinmig trombosit kimelerinin goruntusu,
256 piksel, yukseklik skalasi: 0-5 ym (c) fizyolojik salin icerisinde tiklamali modda
alinmig eritrosit Uzerinde trombositlerin goruntusu, 256 piksel, yukseklik skalasi: O-

1 um [36].

Gurdltd kaynaklari minimize edildikten sonra gelistirilen son prototip ile yuksek
¢ozunurlUk gorantuleri alinmasi yonunde c¢alismalar yapilmistir. Biyolojik
orneklerde sivi igerisinde yuksek ¢ozunurluk goruntusu alinabildiginin kaniti olarak
da yuzeye degmeyen modda fizyolojik salin igerisinde c¢ift sarmal A-faj DNA
sarmallarinin  AKM goruntuleri alinmistir. Sarmallarin  genigligi 2 nm olarak
Olculmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Fizyolojik salin ¢ozeltisi icerisinde gift sarmal A-faj DNA sarmallarina
temassiz modda bakilmistir. Bir DNA sarmalinin genigligi 2 nm’dir. Yukseklik
skalasi: 0-100 nm.

Gelistiriimis olan sivi AKM goérintileme yuksek c¢ozundrlik testleri XYZ
yonlerindeki ¢ozunurltkleri literatlr verileri ile atomik seviyede karsilastirabilmek
icin safir, mika ve HOPG gibi diz vyuzeyler Uzerinde AKM gorintileri
kaydedilmistir.

Literatirde Gan ve arkadaslar tarafindan safir (0001) ylzeyi Uzerindeki teras
adimlari yukseklikleri ortalama olarak 0.2 nm, genislikleri 15 nm olarak
kaydedilmistir [168]. Sekil 4.11°de saf su igerisinde safir ylizeyi 800 nm x 800 nm
ve 200 nm x 200 nm goruntu tiklamali modda kaydedilmistir. Alinan gorantiler

literatUr verileri ile ortigmektedir.

Sekil 4.11. (a) Safir (0001) yuzeyi Uzerinde teras adimlari morfolojisi, 256 piksel,
(b) 256 piksel, saf su igerisinde tiklamali modda alinmistir, yikseklik skalasi 0-6
nm.
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Geligtirilmis olan AKM ile alinan %49’luk HF ile asindiriimigs mika topografi
gOruntisu ve atomik adim kesiti géruntileri Sekil 4.12’de gdsterilmektedir. Goruntl
saf su igerisinde temassiz modda 3 pm x 3 ym goérintl taranarak kaydedilmistir.
Mikanin bir atomik adimi yaklagik 1 nm olarak ol¢guimustur.

700

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
nm

(d)

Sekil 4.12. (a) Sivi igerisinde mikanin atomik adim goérintisi, 5 pm x 5 um (b)
goruntl Uzerinden cizilen ¢izgi ile él¢ulen bir mika adiminin Z yikseltisi. (c)
Hidroflorik asite maruz birakilmis mika ylzeyi Gzerinde olugan atomik adimlarin
goruntusu. 256 piksel, saf su igerisinde temassiz modda alimistir. Cizgi profili
goruntu Uzerinde gizilen bolgenin Z yukseltisini vermektedir.

Yuksek c¢ozunurluk goruntulerinin devami olarak tarama alanlar kagultulerek
havada degen modda 10 nm x 10 nm goérinti taranarak ile HOPG atom latisleri

géruntilenmistir (Sekil 4.13). Latisler arasi mesafe 2.5 A olarak kaydedilmistir.
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(a) (b)

Sekil 4.13. (a) HOPG (Highly Oriented Prolytic Graphene) goruntisi. 256 piksel,
havada temasli mod gorintusa, (b) HOPG atomik latisler arasi uzaklik gdsterimi.
Yuksek ¢ozunurluk goruntulerinin vazgecilmezi olarak mika atomik latisleri temasli
modda 10 nm x 10 nm alan taranarak kaydedilmis ve iki latis arasi yaklagik 5A

olarak kaydedilmigtir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. (a) Mika goérlntisu. 256 piksel, 10nm x 10nm, havada temasl mod
goruntusd, (b) mika atomlari arasi uzaklik gosterimi, (c) goruntl Gzerindeki ¢izginin
Z profili.
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Geligtirilmis olan yuksek ¢ozunurlik AKM ile temassiz modda saf su igerisinde 5
nm x 5 nm goruntu taranarak mika atomlarinin goruntusu kaydedilmigtir (Sekil
4.15).

@0 OsSi @Al

—
0.52 nm

0.30 nm

Sekil 4.15. Mika goruntusu. 128 piksel, saf su igerisinde temassiz mod goruntusu.
Geligtirilmis olan ilk prototip ile karsilastirldiginda, son prototip ile kaydedilen
goruntulerde atomik ¢ozunurlik kalitesine erigildigi gozlemlenmektedir. Ayrica
biyolojik 6rnekler ilede basarii goruntulerin  kaydedilebildigi ve bunlarin
karakterizasyon amacli kullanilabildigi agikca goriimektedir. Dolayisiyla bundan
sonraki segicilik ve hassasiyetin 6nemli oldugu ¢alismalarda atomik ¢6zunurluk
verisi verebilen AKM ile galisiimasi dogru sonuglarin elde edilebilmesi agisindan

onem teskil etmektedir.

4.2. Kuvvet Spektroskopisi Caligmalari

Tezin ikinci asamasi olarak AKM’nin KS 0zelligi ile biyomolekullerin birbirleri
arasindaki etkilesimlerinin karakterizasyon ¢alismalari gergeklestirilmistir. Bu amag
dogrultusunda ilk olarak cihazin performansini kontrol etmek adina literatlrde
varolan bazi ¢alismalar 6rnek alinarak bir takim mika ve HOPG gibi substratlar ile
cihazin KS ol¢gimlerinin validasyonu yapilmistir. Daha sonra fonksiyonalize edilmis

AKM ucu ile reseptor ligand etkilesimlerine bakilmistir.

4.2.1. AKM’nin KS Validasyonu

Yapilan bu deneyler sonucunda tasarlamis oldugumuz sivida galisan yuksek
¢ozunurluk AKM ile spektroskopi caligmalari yapilmigtir. Yapilan calismalar ile
sistemin hassasiyeti test edilmis ve sistemi kontrol eden programin bu konudaki

eksiklikleri giderilmistir. Dogru yazilimin olusturulabilmesi ic¢in cesitli ornekler ile
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literatlr verilerinden faydalanilarak kuvvet spektroskopisi ve nanoindentasyon

calismalari yapilmig ve bu konudaki yazilim eksiklikleri giderilmigtir.

Calismalarda mika ve polikarbon yizeyi kullanilarak ylzeye yapisma kuvvet
degerleri hesaplanmigtir. Mika i¢cin 100 nm piezo yerdegistirme ile 15 nN civarinda;
polikarbon i¢in 1000 nm yerdegistirmede 25 nN yuzeye yapistikdan sonra kopma
kuvveti KS egrilerinden hesaplanmistir. Bu sonuglarin literatir ile tutarhlik
gOsterdigi gorulmektedir [105]. Mika ve polikarbon i¢cin NMI-SPM programi ile elde
edilen KS egrilerinin grafikleri sirasiyla Sekil 4.16 ve 4.17°de gdsteriimektedir.

Kuwet (nN)

0 10 20 30 40 50 60
Mesafe (nm)

Sekil 4.16. SPM programi ile mika Uzerinde alinmis KS egrisi. (Kullanilan
kantilever: ContAl-Nanosensors).

Kuwet (nN)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Mesafe (nm)

Sekil 4.17. SPM programi ile polikarbon Uzerinde alinmis KS egrisi. (Kullanilan
kantilever: ContAl-Nanosensors)
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4.2.2. Tek Molekil Kuvvet Spektroskopisi Caligmalari

AKM’lerin pikonewton seviyesinde kuvvet hassasiyeti ve nanometre seviyesinde
konumsal dogruluklari sayesinde KS gibi teknikler, ylzey bilimi, malzeme
muhendisligi, biyoteknoloji ve biyoloji arastirmalarinda ve daha birgok cesitli
arastirma alanlarinda énemli araclar haline gelmislerdir. izole molekiillerin ve
hicresel yuzeylerin bireysel ligand ve reseptorler arasi etkilesim dinamiklerinin
arastiriimasinda ve anlasiimasinda bu teknikler bayik onem tasimaktadirlar [84].
Tezin bu kisminda reseptor-ligand etkilesimleri i¢in bir prototip olusturacak

streptavidin ve biotin arasindaki kuvvet spektrumu modellenmigtir.

Biyomolekuller arasindaki etkilesimleri olgebilmek igin ilk olarak AKM sensdrlerinin
uygun ligand ile modifikasyonu gergeklestiriimigtir. U¢ modifikasyonu iki asamadan
olusmaktadir. ilk olarak AKM ucunun silikon gruplari amin modifikasyonu
gerceklestiriimigtir, daha sonra heterobifonksiyonel PEG baglayicilar aminli uca
tutturulmustur. PEG baglayicinin diger ucuna ise ilgili ligand baglanmigtir.

Calismalarda her asamanin dogru gergeklestiginden emin olabilmek igin ilk olarak
validasyon calismalari gergeklestiriimistir. Validasyon c¢alismalarinda ucunda
kantilever bulunmayan AKM sensorlerinin ¢ipleri kullaniimigtir.

4.2.21. Ug ve GCipler Uzerindeki Molekiil Sayilarinin Belirlenmesi igin
Kalibrasyon Grafiginin Cikartilmasi

Deneyler sonucunda ug¢ ve gipler Uzerine baglanan molekullerin sayilarini tesbit
edebilmek i¢in farkli seyreltme oranlarindaki solUsyonlar hazirlanmigtir.
Kalibrasyon grafigi c¢ikartilmasi igin bu asamada Ekstravidin Peroksidaz (EAP)
stok solusyonunun farkl seyreltideki sollusyonlari UV spektrofotometre ile
Olgulmasgtur. 1/200; 1:400; 1/600; 1:800; 1:1000 ve 1:1500 seyreltik solusyonlar
kullaniimigtir. 1 dakikadaki absorbans miktarlari olgilmus ve peroksidaz molekdl
sayllari hesaplanmistir.

Cizelge 4.2. Seyreltik solusyonlar igerisindeki konsantrasyon hesaplamalari

Seyreltme Orani Konsantrasyon (mg/ml)
1:200 0.0100
1:400 0.0050
1:600 0.0033
1:800 0.0025
1:1000 0.0020
1:1500 0.0013
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Spektro kuvetinin icerisindeki moleklul sayisi hesabi (1:200 seyreltme igin

anlatilmistir. Diger hesaplamalarda bu sekilde yapilmistir.
1:200 seyretme miktari i¢cin konsantrasyon degeri 0.01 mg/ml’dir.

Klvet igerisine 5 pl eklenmistir. Dolayisiyla klvet igerisindeki konsantrasyon
miktari 5*10° mg/ml, molekiil sayisi 2.50 * 10"" molekiil olarak hesaplanmistir.

Diger seyreltme oranlari icinde hesaplamalar ayni sekilde yapilmigtir. TUm oranlar
icin hesaplanan konsantrasyon ve molekul sayilari Cizelge 4.3'de verilmistir.
Absorbansa bagli konsantrasyon grafigi Sekil 4.18’de gosteriimektedir.

Cizelge 4.3. Seyreltik solusyonlardaki protein miktari

Konsantrasyon Absorbans
Seyreltme Orani | miktari (mg/ml) | Molekiil Sayisi (490 nm)
1:200 0.00005 2.50833 x 10" 0.304
1:400 0.000025 1.25417 x 10" 0.207
1:600 0.0000167 8.36111 x 10" 0.171
1:800 0.0000125 6.27083 x 10" 0.094
1:1000 0.0000100 5.01667 x 10"° 0.047
1:1500 0.00000667 3.34444 x 10" 0.014

490 nm Absorbans & Molekiil Sayisi
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Sekil 4.18. Kalibrasyon grafigi.
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Solusyonlardaki OPD ve peroksidaz enziminin tepkimesindeki neticesinde ortaya
¢ikan renk degisimi Sekil 4.19’da gdOsterilmektedir. Sollsyon igerisindeki molekdl

sayisi azaldik¢a renk skalasi kahverengiden acik sariya yonelmistir.

el gk 1:800 1:1000 1:1500

Sekil 4.19. Seyreltik solisyonlarda tepkime sonucu olusan renk degisimi

4.2.2.2. APTES ve Etanolamin Modifikasyon Yoéntemlerinin Verimlilik Olgiimii
Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Bu kisimda iki farkli amin modifikasyon ydntemi ile modifiye edilen giplerin
Uzerindeki molekull sayilari yine enzim dlgim yontemi ile UV spektrofotometre
kullanilarak o6lgtlmustiar. Cikan sonuglar Cizelge 4.4’de verilmektedir. Molekl
sayisi hesaplari yukaridaki kalibrasyon grafigindeki konsantrasyon oranlarina gore
hesaplanmistir.

Kullanilan AKM ciplerinin boyutu 5 mm? olarak kabul edilmektedir (Sekil 4.20).

125 um
3

<>

30 um
3.4 mm B

1.6 mm

Sekil 4.20. AKM ¢iplerinin boyutlari.

Yapilan hesaplamalar neticesinde c¢ip yiizeyinde 1um? alan (zerinde 10000
peroksidaz molekili bulundugu hesaplanmistir. Satin alinmig olan EAP Grinindn
arin katalogunda Ekstravidin/Peroksidaz orani = 0.75 olarak belirtiimistir. Bu

durumda 1pm? lizerinde ekstravidin molekiil sayisi 7500 olarak hesaplanmistir.
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1 1gG molekulinin ortalama 4 biyotin molekulu barindirdigi kabul edilmektedir
[105]. Bu durumda APTES ile aminlenmis gipler Uzerinde 1838 + 38 adet, ETA ile
aminlenmis cipler izerinde ise 1276 + 47 molekilin 1 um? lzerinde bulundugu

hesaplanmistir. Bundan sonraki hesaplamalar bu sekilde yapilmistir.

Cizelge 4.4. Amin modifikasyon yontemlerinin kargilastiriimasi

MoegLKTAE‘:‘n}(ON ABSORBANS (490)/1DAK | Molekiil Sayisi/1um?
APTES 0.050 1875
APTES 0.048 1800
APTES 0.049 1840

ETA 0.030 1130
ETA 0.036 1350
ETA 0.036 1350

Cizelge 4.4’de farkli modifikasyon yontemlerine gore ug uzerine tutturulmus biyotin
molekul sayilari hesaplamalari gosteriimektedir. Bu sonuglar neticesinde
mikrometre karelik bir alana baglanan molekul sayilari dikkate alindiginda APTES
ile aminlemenin, etanolamine gore daha verimli oldugu gézlemlenmis ve bundan
sonraki deneylerde bu yontem ile devam edilmistir.

4.2.2.3. AKM Cipi Modifikasyonu Adimlarindaki Spesifik Olmayan
Baglanmalarin Kontrol Deneyleri Sonugclari

OPD molekuli EAP ile spesifik etkilesimi sonucu renk degisimine sebebiyet
vermektedir. EAP molekulu ise biyotin-IgG molekulu ile spesifik bag kurmaktadir.
Dolayisiyla ortamda biyotin-IgG molekult bulunmadiginda, EAP’nin herhangibir
molekul ile bag yapip yapmamasini kontrol etmek i¢in deneyin her asamasindan
sonra OPD ile absorbans olguimlerine bakilmigtir. Bos ¢ip Uzerine, aminlenmis gip
uzerine, Peglenmis ¢ip uzerine EAP inkibe edilmis ve daha sonra
spektrofotometrede absorbans degerleri dlgulmustar. Bu kisimda bekleme suresi
uzatilmig fakat tepkime sonucu gergeklesen renk degisimi gozlemlenmemistir.
Sonuglar Sekil 4.21 ve Cizelge 4.5'de gosterilmektedir. Cip yuzeyleri Uzerinde EAP
molekulleri baglanmayip yikama ile yuzey Uzerinden ayrildidi i¢in spektrofotometre
kUvetleri  icerisindeki  solusyonlarda @ OPD’ye  bagh renk  degisimi

gOzlemlenmemistir.

95



1 dakika 10 dakika

Sekil 4.21. Kuvet igerisindeki renk degisimleri

Cizelge 4.5. Kontrol deneyleri spektrofotometre absorbans degerleri sonuglari

KAPLAMA ABSORBANS (490)/1DAK ve 10
dak. bekletilerek
BOS+EAP 0.000
APTES+EAP 0.000
ETA+EAP 0.000
APTES+PEG+EAP 0.000
ETA+PEG+EAP 0.000

NHS-PEG-SPDP capraz baglayici ile biyotin-lgG molekullindn tiyol gruplarindan
sulfit bagr vyapilabilmesi icin SATP molekulunin liganda baglanmasi
gerekmektedir. SATP molekuld biyotin-lgG molekllt Uzerinde serbest salfur
gruplan olusturmaktadir. Calismada IgG molekullerine baglanmayan SATP
molekullerinin spesifik olmayan baglanmalarinin testi igin SATP’li ve SATP’siz IgG
molekulleri  kullanilimig ve vyine spektrofotometre ile absorbans degerleri
Olculmustlr. Bu denemeler 3 c¢ip Uzerinde gerceklestiriimigtir. Cizelge 4.6’da
absorbans ve giplerin Uzerine baglanan molekul sayilari veriimektedir.

Cizelge 4.6. SATP molekulinin EAP ile spesifik olmayan baglanma miktarlarinin
tespiti

A(490)/10DAK A(490)/10DAK /SATP’li
SATPsis
1 0.002/0* 0.047/ 1760*
2 0.000/ 0" 0.041/ 1540*
3 0.001/0* 0.041/ 1540*

"Absorbans miktari (A 490 nm) / molekul sayisi
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4.2.2.4. Farkh Miktarlarda Alinan IgG’lere Gore Hazirlanan Giplerin
Spektrofotometre ile Olglimleri

Baglanma verimliligini arttirmak icin kullanilan biyotinli 1gG protein miktarlari ile

farkh oranlarda denemeler yapiimigtir. Sekil 4.22’de farkh miktarlarda biyotin-IgG

kaplanmig ¢iplerin spektrofotometre kuveti igerisindeki renk degisimleri
gOsterilmektedir.
Cizelge 4.77de elde edilen absorbans degerleri ve molekll sayilan

hesaplamalarinin sonuglari gosterilmektedir.

~

45 pg/mi 90 pg/ml 360 pg/ml

Sekil 4.22. Renk degdisimlerinin gorunumleri

Cizelge 4.7. Madde miktari farklarinin karsilastirilmasi

Referans (1:200
45 pug/ml IgG 90 ug/ml IgG 360 ug/ml IgG .
dakika . ) . ) . ) EAP soliisyonu)
Abs/(Molekiil/lum®) | Abs/(Molekiil/um®) | Abs/(Molekiil/pum®) . 2
Abs/(Molekiil/pm®)
1 0.000/0 0.000/0 0.000/0 0.072/2700
2 0.005/188 0.002/75 0.002/75 0.108/4050
3 0.008/300 0.004/150 0.004/150 0.200/7500
4 0.015/563 0.006/225 0.006/225 0.223/8360
5 0.018/675 0.008/300 0.008/300 0.250/9380
15 0.039/1460 0.022/825 0.014/525 0.320/12000

Tutunan molekul sayisi en yuksek oldugu icin, deneylerde kullaniimasi gereken
protein miktari 45 mg/pl olarak tesbit edilmistir. Miktarin artirlmasi molekullerin
baglanma yariginida arttirmakta, yogunluktan dolay! sterik engeller ortaya
cikmakta, dolayisi ile molekuller hedef moleklule baglanamayip sollisyonda

serbest dolanmaktadirlar [88].
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4.2.2.5. Aldehit-PEG-TFP Capraz Baglayicisi ile AKM Ucu Modifikasyonu

Calisma kapsaminda iki heterobifonksiyonel PEG alinmigtir. Bunlardan ilki (SPDP-
PEG-NHS ester) 6nceki denemelerde kullaniimistir. Bundan sonraki deneylerde
ekstra SATP adimi ile ugragsmamak ve biyotinli IgG molekulunu direk amin

gruplarindan kovalent baglayabilmek igin aldehit - PEG-TFP ester kullaniimigtir.

Aldehit-PEG-TFP ester ile de ayni prosedur ug/cip Uzerisinde denenmis ve
spektrofotometre oOlgumlerine bakilmigtir.  Alinan sonuglar Cizelge 4.8'de
gosterilmektedir. Deney adimlari yine OPD ile biyotinli IgG ile kovalent baglanmasi
kontrol edilerek bir sonraki baglanma adimina gegcilmistir. ilk olarak cipin (zeri
APTES ile aminlenmigs ve OPD ile tepkimeye sokulmustur ve renk degisimi
gozlemlenmemigtir. Daha sonra PEG molekuli baglanmis ve yine OPD ile
tepkimeye sokulmus ve yine kuvet icerisinde renk degisimi gézlemlenmemigtir.
Sonraki adimda farkli miktarlarda biyotinli 1gG molekulu PEG’lenmis yuzeye
tutturuimus ve renk degisimlerinden konsantrasyon hesaplamalari yapilmigtir.
Molekll sayisi hesaplamalari neticesinde, tutunan molekul sayisi en yuksek
oldugu ic¢in 45 pg/ml biyotinli IgG molekulunun kullanilmasinin daha verimli oldugu

gozlemlenmigtir.

Cizelge 4.8. Aldehit-PEG-TFP ester ile yapilan spektrofotometre deneyi sonuglari

Absorbans Molekil sayisi/
(490 nm) pum?
Aptes baglanma sonrasi 0 0
PEG baglanma sonrasi 0 0
45 pg/ml biyotinli IgG
molekiliniun baglanmasi 0.041 1540
sonrasi
90 ug/ml biyotinli IgG
molekiliniun baglanmasi 0.039 1460
sonrasi

4.2.2.7. Modifiye Edilmis Uglarin AKM Spektroskopi Olgiimlerinin Sonuglari
Modifiye edilmis uglarin validasyon galismalari gergeklestirildikten sonra AKM ile
kuvvet spektroskopisi ¢alismalari gergeklestiriimigtir. Bu ¢alismalar kapsaminda
Uzerine streptavidin kaplanmis bos mika yuzeyi ve modifiye edilmis uglar ile yuzey
uzerindeki streptavidin molekulleri arasindaki kuvvet etkilesimlerine bakilmigtir.

Yuzeyin streptavidin ile kaplandigindan emin olmak igin streptavidin kaplanmamig
ve kaplanmis mika yuzeylerinin AKM ile sivi igerisinde tiklamali mod goruntuleri
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alinmistir (Sekil 4.23). Streptavidin molekllinin tek tabaka olarak tim mika
yuzeyini kaplamasi, streptavidin-biyotin etkilesimlerini gosteren KS egrilerinin
rastgele bir noktada kaydedilebilmesi agisindan onemlidir.

Yuzeyin streptavidin ile tek tabaka kapli olup olmadigindan emin olabilmek igin
AKM ile yuzey Uzerinde ¢izme testi yapiimistir. Literatirde kuvvet spektroskopisi
deneyleri yapilirken ayrica mika yuzeyine streptavidin molekulinun baglanip
baglanmadigini kontrol etmek i¢in gizme calismalari gergeklestiriimektedir [105].
Bu calismada mika Uzerine 0.1 mg/ml streptavidin molekulli elektrostatik
etkilesimler ile mika ylUzeyine tutturulmustur [105]. YlUzeyde 5 nm streptavidin tek
tabakasinin olusturuldugu, AKM ucu ile gizme testi neticesinde gosterilmistir. Sekil
4.24'de kuvvet spektroskopi egrileri alinmadan 6nce yluzeye streptavidin molekulu
baglanarak gergeklestiriimis olan ¢izme testi sonuglari gosterilmektedir.

nm

()

Sekil 4.23. a) Bos mika yuzeyinin fizyolojik salin igerisinde alinmis AKM gorintusu,
yukseklik skalasi: 0-100 nm b) Streptavidin kaplh mika ytzeyinin fizyolojik salin
icerisinde alinmig AKM goérintisu, yukseklik skalasi: 0-7 nm c) streptavidin kapli
mika yUzeyi Uzerinden alinan Z yikseklik profili.
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200 250

Sekil 4.24. Cizme testi sonugclari. Yukseklik skalasi: 0-20 nm (buyuk resim); 0-7

nm (kiglk resim)

Streptavidin kaplanmamis bos mika yuzeyi Gzerinde, modifiye edilmis AKM ucu ile
alinan KS egrileri Sekil 4.25'de gosterilmistir. Sekil 4.25 (a)'da ucun mika yluzeyine
yaklasirken bir anda yapismasi ile elde edilen kuvvet mesafe egrisi
gOsterilmektedir. Sekil 4.25 (b)'de ucun mika ylzeyine baglanip bir stre sonra

kopmasini gosteren kuvvet mesafe grafigi verilmektedir.
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Sekil 4.25. Bog mika yuzeyi ve modifiye edilmis ug ile arasindaki etkilesim sonucu
olusan kuvvet mesafe egrileri a) mikaya direk baglanma ve kopmayi gosteren KS
egrisi, b) mikaya baglanip belli bir sire sonra ucun kopmasini gosteren KS egrisi.

Calisma kapsaminda streptavidin kaplh olan mika ylzeyi ile modifiye edilmis ug
arasindaki kuvvet etkilesimlerine yuzey Uzerindeki bircok alandan ve farkh
noktalardan bakilmigtir. Deneylerde birden ¢ok modifiye edilmis kantilever
kullaniimigtir. Herbir 6lgimde 100 adet kuvvet mesafe egrisi kaydedilmistir. Birkag
farkli baglanma grafikleri Sekil 4.26'da gosterilmektedir. U¢ yuzeyden ayrilirken ilk
olarak mika ile yapigsma gozlemlenmekte ve daha sonra streptavidin biyotin
etkilesiminden kaynakh olan baglanma sonucu egri seklinde bir uzama ve
maksimum kuvvete erisildiginde ani bir kopma gozlemlenmektedir. Sekil 4.26
(b)'de yaklasma ve uzaklagma egrileri arasinda bir miktar hysterisis olusmustur.
Bu durumun nedeni sistemde tup piezo kullanilmasi ve uzun sire ¢alisma sonucu
Isinma kaynakl olarak Z yonu haricinde XY yoOnlerine dogru egilim gostermesi ve

boylece tip uzaklagsmdan once hareket zamaninin uzamasidir.
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Sekil 4.26. a),b) Streptavidin ve biyotin etkilesimleri kuvvet spektroskopi egrileri.
Streptavidin biyotin etkilesimlerinde yuzeydeki streptavidin molekullerinin birden
¢ok biyotin molekulinun streptavidin kapli yuzeye baglandigi KS egrileride
gozlemlenmigtir. Sekil 4.27'deki KS egrisi bu duruma ornek olarak
gOsterilmektedir.
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Sekil 4.27. Ugtaki birkag biyotin molekulinin yuzeye baglanmasi.
Streptavidin biyotin KS egrilerinin dogrulugunun kanitlamak igin streptavidin kaph
mika yuzeyi biyotin ile bloklanmistir. Boylece streptavidin molekullerinin  AKM
ucundaki biyotin molekullerine baglanmasi engellenmistir. Bloklama neticesinde
herhangibir baglanma kuvveti gozlemlenmemekte ve yaklagma ve uzaklasma
egdrileri ayni paterni izlemektedirler. Bloklama deneyi sonucunda kaydedilen kuvvet

mesafe egrisi Sekil 4.28’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.28. Bloklanmig yuzey ile modifiye ucun KS egrisi.
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Ayrica lizozim ve lizozozim baskilanmis polimer yuzey arasindaki etkilesim kuvveti
KS egrileri ile kaydedilmigtir. KS egrileri yine fakli bolgelerden 100 adet alinmigtir.
Polimer ylUzey Uzerinde spesifik baglanma bdlgeleri ile etkilesime girmemis olan
lizozim bagh ug ile ylzey arasindaki etkilesimi gosteren KS egrisi Sekil 4.29 (a)'da
gOsterilmektedir. Bu egride PEG baglayici molekulun tipik olarak kopma egrisinde
olusturdugu igbukey parabolik sekil gozlemlenmemigtir. Dolayisiyla bu bolgede
spesifik baglanma olusmamistir. Fakat Sekil 4.29 (b)'deki egride lizozim molekull
ile lizozim baskilanmig polimer yuzey Uzerindeki yapay reseptdorlerdeki baglanma
noktalari arasindaki spesifik baglanma gozlemlenmektedir. Bu etkilesimler
piezonun Z yonundeki 1000 nm’lik hareketine karsilik yaklagik 125 pN olarak
Olculmustiur. Spesifik baglanmanin gergeklestiginin bir kaniti olarak bu deneylerde
de ornek yuzeyi spesifik molekul yani lizozim ile bloklanmig ve lizozim bagli AKM
ucu ile etkilesiminin KS grafigi Sekil 4.30’da gosterilmektedir.
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250 250
200 4 200
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Sekil 4.29. (a) lizozim molekulinun spesifik olmayan baglanmasinin KS egrisi. (b)
lizozim molekulunan polimer yuzey Uzerindeki farkli baglanma balgeleri ile
arasindaki etkilesimlerinin KS egrisi.
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Sekil 4.30. Bloklanmig polimer yuzey ile lizozim bagh u¢ arasindaki etkilesim.

4.3. Nanoindentasyon Galigmalari

Tezin son donem calismalarinda AKM'nin yine mekanik sensor Ozelliklerinden
faydalanilarak, nanotubuler metal implant yapilarin hicrelerin biyomekanik
ozellikleri Uzerindeki etkileri kuvvet spektroskopisi ile incelenmistir. ilk olarak
cihazin yazilim hesaplarindan emin olabilmek igin elastik modullu bilinen 6rnekler
ile validasyon cgalismalari gerceklestiriimigtir. Daha sonra anodizasyon sonucu
olusturulan TNT’lerin Uzerine yerlegtiriimis olan Saos-Il hucrelerinin elastisiteleri
belirlenmistir. TNT c¢aplarinin ve hucre kultird inkibasyon surelerinin hicre
elastikligi  Uzerindeki etkilerinin  belilenmesi amagclanmistir.  indentasyon
egrilerinden elde edilen hesaplamalar sonucunda hucrelerin mekanik 6zellikleri ile

ilgili sonuglara varilmigtir.

4.3.1. Nanoindentasyon Validasyon Caligsmalari

Hucrelerin biyomekanik Ozelliklerini belirleme c¢alismalari dncesinde yine literatur
verileri ile karsilastirma yapabilmek ve AKM’nin indentasyon validasyonu
gerceklestirmek icin mika, polikarbon ve HOPG Uzerinde indentasyon egrileri
kaydedilmistir.
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Sekil 4.31. Mika uzerinde alinmig indentasyon egrisi.

Sekil 4.31°de gosterilen egriye gore mika Uzerine yapilan nanoindentasyon temas
alani, sertlik ve mikanin elastik modulu Cizelge 4.9'da hesaplanmistir.

Cizelge 4.9. Mikanin elastik modulu hesaplamalari
Pmax. (maksimum yiuik): 200 nN

hmax. (maksimum indentasyon yukseltisi): 400 nm

hc (temas yikseltisi): 200 nm

Ac (Temas alani): 9.8x10° nm?
S (Sertlik): 1.17 GPa

E (Elastik modulus): 173 GPa

Hesaplarin tutarhhigi ve gesitlilik agisindan deneyler polikarbon ve HOPG yuzeyleri
uzerinde de denenmistir. Polikarbon yluzeye ait indentasyon egrisi ve
hesaplamalar sirasiyla Sekil 4.32 ve Cizelge 4.10'da verilmigtir. HOPG yulzeyine

ait digleme egrisi ve hesaplamalar sirasiyla Sekil 4.33 ve Cizelge 4.11'de
verilmigtir.
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Sekil 4.32. Polikarbon tzerinde alinmig indentasyon egrisi.

Cizelge 4.10. Polikarbon elastik modulu hesaplamalari

Pmax. (maksimum yuik): 450 nN

hmax. (maksimum indentasyon yiikseltisi): 448 nm

hc (temas yikseltisi):

Ac (Temas alani):
S (Sertlik):
E (Elastik modulus):

550
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Sekil 4.33. HOPG uzerinde alinmig indentasyon eqgrisi.
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Cizelge 4.11. HOPG elastik modulu hesaplamalari

Pmax. (maksimum yiuik): 456 nN

hmax. (maksimum indentasyon yiikseltisi): 82 nm

hc (temas yikseltisi): 79 nm

Ac (Temas alani): 1.5x10° nm?
S (Sertlik): 30.4 GPa

E (Elastik modulus): 52.1 GPa

Bu hesaplamalar literatur ile kargilastirildiginda sonuglar uyumluluk géstermektedir
[169-171]. Cihazin ve yazilim hesaplamalarinin dogru ¢alistigindan emin olduktan

sonra hucreler Uzerinde elastisite galismalarina yonelinmistir.

4.3.2. TNT Uzerine Yerlestirilmis Hiicrelerin TEM ve AKM ile Gériintiilenmesi
Titanyum plakalarin rastgele dagilan tepeleri ve cukurlari anodik oksidasyon
yontemi ile uniform nanottbduler yapilara dénustiurilmustir. Elde edilen yapilarin
cap geniglikleri, yuzey dagihmlari ve yuzey puruzltluk oranlart TEM ve AKM ile
goruntulenmis ve karakterize edilmistir. 10V,15V, 20V, 25V, 30V, 35V, 40V ve 45V
potansiyel fark uygulanarak elde edilen ylzeylerin ve anodizasyona ugramamis
yuzeyin TEM ve AKM goruntuleri sirasi ile Sekil 4.34’de gosteriimektedir.
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45V

(a) (b)
Sekil 4.34. Anotlanmis yuzeylerin (a) TEM goéruntuleri, (b) AKM goérintdleri.

Elde edilen goéruntulerde uygulanan potansiyel gerilim degerleri 10 V'’dan 40 V’a
dogru arttiginda yuzey morfolojisinin degistigi gézlemlenmistir. Buna gére 10 V
potansiyel gerilim uygulanan orneklerde ¢ap genislikleri 8-10 nm arasinda degisen
(ortalama 8.8+2.3 nm) nanottbdler bir yapilanma goérilirken, voltaj degeri 40 V’a
cikarildiginda ise ¢ap genigligi 4.5 kat artmis ve ortalama 40+5.4 nm olarak
hesaplanmistir. 45V potansiyel fark uygulandiginda ise nanotubdler yapilarin
morfolojisinde  bozulmalar gozlemlenmistir.  Titanyum nanotlplerin  voltaj
degerlerine gore degdisen caplari Sekil 4.35'de gdsterilmektedir. Caplar ImageJ

programi ile hesaplanmistir.
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Sekil 4.35. Titanyum nanotuplerin uygulanan potansiyele gore gap dagilimi.

Ayrica titanyum plakalar AKM ile taranarak taranan bodlge Uzerinden yuzey
purazlulik parametreleri NMI-SPM  programi tarafindan hesaplanmigtir.
Hesaplanan degerler Cizelge 4.12°de gosterilmektedir. Purtzltluk degerlerinden
Ra, averaj puruzluluk orani, Rq, bolgenin hesaplanan alansal degerlerinin karekodk
degerleri, Ssk, yukseklik dagihminin asimetrisini, Sku degeri ise ylzey topografya
dagilimindaki duzensizlik oranini gostermektedir. Artan voltaj degerlerine gore Ra
ve Rq degerlerininde arttigi dolayisiyla tuplerin ¢caplarinin artmasi ile dogru orantili
olarak ylUzey purGzluluk oranininda da artma gozlemlenmistir. Bunun nedeni
anodizasyon volatjinin arttirlmasi ile florar iyonlarinin titanyum c¢ozunmesi ile
olusan tuplerin icine dogru penetrasyonun hizlanmasi ve boylece yluzey alanini
arttirmasidir [172]. Cap buyudukge tupler arasi duvarlarda incelme goézlemlenmis
ve morfolojik yapida duzensizlik olusmustur [173]. SSk degerlerine gore ssk=0 ise
tepecikli duz bir ylzeydir; ssk<O0 ise yuzey cukurlu engebeli bir yizeydir; ssk>1 ise
yuzey Uzerinde yuksek gukurlarin ve tepelerin oldugunu gosterir. Cikan sonuglara
gOre yuzeyler Uzerinde yuksek gukurlar ve tepeler bulunmaktadir. Sku degerlerine
gore degerlerin 3’e yaklagsmasi oranin Gaussian dagilim verdigini gosterir, dusuk
degerler genis dagihm verirken, buyuk degerler dar bir bir dagihm vermektedir.
Deney sonuglarina gore yuzey puruzllilik dagiliminin Gaussian dagilim verdigi
gozlemlenmigtir. Bu durum yuzey yukseltilerinin yani nanotuplerin yuksekliklerinin
uniform dagihm gosterdigini belirtmektedir. YUzey purizllluk parametreleri Cizelge
4.12’de verilmektedir.
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Cizelge 4.12. Ylzey puruzlulik parametreleri ve tup caplari

Cap (nm) |Ra(nm)| Rq(nm)| Ssk Sku
10V | 8.8+/-23 6,82 8,63 1,71 3,65
15V | 12.74 +/-2.4 | 10,64 12,20 1,30 1,85
20V | 15.02 +/-3.4 | 11,04 14,05 1,64 3,17
25V | 20.51 +/-4.3 | 14,89 18,03 1,53 2,73
30V | 24.83 +/-4.3 | 16,06 20,20 1,59 2,99
35V | 30.24 +/-4.8 | 23,32 30,38 1,64 3,03
40V | 40.21 +/-5.4 | 30,83 40,20 1,66 3,19

4.3.3. TNT Uzerindeki Hiicrelerin Elastisite Olgiim Sonuglari

Sirasiyla 8.8 +/- 23 nm, 24.83 +/-4.3 nm, 40.21 +/-5.4 nm c¢aplardaki
nanotuplerin olusturuldugu 10V, 30V ve 40V potansiyel farka maruz birakiimis
titanyum plakalar ve anotlanmamig titanyum plakalar Uzerine osteosarkoma
benzeri Saos-Il hucreleri eklenmigtir. Hucrelerin elastiklik tesleri 1., 9. ve 15.

gunlerde AKM ile nanoindentasyon egrileri kaydedilerek hesaplanmistir.

NMI-SPM programinin indentasyon 0Ozelligi ile tarama yapilan bolgenin Uzerinden
istenilen noktadan kuvvet vyerdegistirme egrileri kaydedilmigtir. 15 gunluk
inkubasyon sonucu 10V potansiyel fark uygulanarak elde edilmis olan titanyum
plaka Uzerinde buyutilmus hdcrelerin Uzerinde segilen noktalari gosteren AKM
goruntusu Sekil 4.36’da gosterilmektedir. Bu goruntude iki hicre yanyana
kaydedilmis ve hucrelerin sitoplazma, c¢ekirdek ve filamentleri GUzerinden
indentasyon noktalari belirlenmistir. Kuvvet-yerdegistirme egrilerinden elde edilen
nanoindentasyon egrileri Sekil 4.37'de gosterilmektedir. Farkli noktalardan her
voltaj degeri ve gun igin ortalama 25 noktadan elde edilen egriler ile Saos-ll
hdcreleri icin elastik moduller hesaplanmigtir. Veriler IBM SPSS Statistics v.22
programi kullanilarak iki-yonlu varyans analizi (ing: two-way Anova) ile test
edilmistir.
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Sekil 4.36. Hucre yuzeyi Uzerinde segilen noktalar
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Sekil 4.37. a) 1.gun, b) 9.gun, c) 15.gln ve d) tim gilnlere ve uygulanan
potansiyel farka gore hlcrelerin yuk, indentasyon egrileri ve egrilerden
hesaplanmis olan elastik modulu degerleri.
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Nanotopografik ylzeylerin diger boyutlardaki yuzeyler ile karsilastirildiginda hucre
etkilesimlerini tetikledigi hiucre davranislarini degistirdigi goézlemlenmistir [174-
176]. Bu hucre davraniglar igerisinde protein yapismasi, hicre adhezyonu ve
spesifitesi, hucre proliferasyonu ve hucre farklilagsmasi ve elastisitesi gibi 6zellikler
bulunmaktadir. Ozellikle osteoblast hiicrelerinde bu davraniglardaki degisimler
belirgindir. Titanyum ylzeyler Uzerinde nanotuplerin c¢aplari azaldikga hucre
adhezyonu ve kalsiyum ¢okmesi artmaktadir [177].

Bu durum neticesinde hucre adhezyonunu arttiran hidcre yuzey proteinleri
artmaktadir. Artan yuzey proteinleri yani integrinler neticesinde, onlara baglanan
fokal adhezyon kompleksleri artmakta ve hucre ylzeyi elastikligini belirleyen aktin
filamentlerin sayisi artmaktadir. Von der Mark ve ark. [178] ¢alismalarinda 15 nm
¢apa sahip olan nanotubuler titanyum yuzeyinin Uzerine ekilmis hucrelerdeki hicre
yapismasinin, proliferasyonunun, gogunun ve minerilasyonunun 100 nm c¢apa
sahip olan titanyum ylzeylerin Uzerine ekilmis hicrelere gore daha yuksek
oldugunu gozlemlemiglerdir. Daha birgok calismada nano vyuzeylerin huicre
biyomekanigini etkiledigi belirtiimigtir. Hansen ve ark.’da yaptiklari ¢alismada nano
topografiye sahip yuzeylerin tGzerinde ki hucrelerin diger yuzeylere gore daha sert
oldugunu gostermiglerdir [179]. Domke ve ark. kobalt krom, titanyum ve titanyum
vanadyum yuzeyleri Uzerine ekilmis Saos-Il hicrelerinin elastik modulunu 2.1-8.8

kPa arasinda hesaplamislardir [147].

Yapilan hesaplamar sonucunda titanyum nanotupler Uzerine ekilmisg hucrelerin
elastik modullerinin 1.8 +/-0.5 kPa ve 6.8 +/-1.2 kPa arasinda hesaplanmigtir.
Elastik modullerde c¢aplara gore azalma gozlemlenmigtir. 10V potansiyel fark
uygulanarak ortalama 9 nm c¢apa sahip olan titanyum nanotlUpler Uzerinde
buayatulmus olan hucrelerin digerlerine gore daha sert oldugu gozlemlenmistir. Bu
sonu¢ TNT caplari azaldikga aktin filamentlerin artmasi ve bdylece hucre
yuzeyinin daha sert olmasi verileri ile ortusmektedir. Hlcreleri besleme gin sayisi
arttikga elastik modulinde de artis gozlemlenmistir. GUn sayisi arttikga hlcre
yayllimi, mineralizasyonu ve adhesyonunda arttis olmaktadir buna bagl olarak
hicre ylUzeyleri daha sert bir yapiya burunmektedirler. TNT c¢aplarinin ve
inkibasyon zamanlarinin, hucrelerin elastik modulleri Gzerindeki etkileri yapilan
iki-yonli varyans analizi (ing: two-way Anova) ile istatiksel olarak anlamli

bulunmustur (p < 0.05) (Cizelge 4.13). Deneyler sonucunda elde edilen verilerin
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anodizasyon voltajina dolayisiyla TNT caplarina gore ve gunlere gore degisimleri

sirasiyla Sekil 4.38 ve Sekil 4.39'da gosterilmektedir.

Cizelge 4.13. iki-yénlii varyans analizi sonuglari

inkiibasyon TNT capi Giin x Voltaj
Zamani
p degerleri 0.001 (***) 0.001 (***) 0.964 (ns)
8 s
Kontrol ve 10V, p = 0.104 (ns)
Kontrol ve 30V, p = 0.746 (ns)
7 - Kontrol ve 40V, p = 0.301 (ns)
10V ve 30V, p = 0.504 (ns)
10V ve 40V, p = 0.001 (***)
6 - 30V ve 40V, p = 0.027 (*)
©
85
=3
ig ¥ 1gin
o4 =
S H9, gin
= 15. gl
ﬁ . gin
(3]
w
2
1
0 -
kontrol 30V 40V
( J
|
( * J
|

% % %k

Sekil 4.38. Hucrelerin elastisitelerinin ginlere ve TNT ¢aplarina gére dagilimlari.
iki-yénli varyans analizinden (ing: two-way Anova) sonra yapilan Tukey Post-hoc
(ing: Tukey’s HSD) testi ile tim gruplar aralarinda karsilastinimigtir. Post-hoc testi
sonucunda elde edilen p degerleri soyledir: 1) Kontrol ile 10V igin p = 0.104 (ns),
2) Kontrol ile 30V igin p = 0.746 (ns), 3) Kontrol ile 40V igin p = 0.301 (ns), 4) 10V
ile 30V igin p = 0.504 (ns), 5) 10V ile 40V igin p = 0.001 (***), 6) 30V ile 40V igin p

=0.027 ().
(ns) p>0.05

") p<0.05
(***y  p<0.001
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1.glinve 9.glin, p = 0.157 (ns)
1.glin ve 15.glin, p = 0.000 (***)

7 9.giin ve 15.giin, p = 0.042 (*)
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‘Sekil 4.39. Hlcrelerin elastisitelerinin TNT caplarina ve gunlere gore dagilimiari.
Iki-ydnld varyans analizinden (ing: two-way Anova) sonra yapilan Tukey Post-hoc
(ing: Tukey’s HSD) testi ile tim gruplar aralarinda kargilastiniimigtir. Post-hoc testi
sonucunda elde edilen p degerleri goyledir: 1) 1.gln ile 9.gun i¢in p = 0.157 (ns),
2) 1.gln ile 15.gun icin p = 0.000 (***), 3) 9.gun ile 15.gun i¢in p = 0.042 (*).

(ns) p>0.05
*) p <0.05
(***)  p<0.001
Sonug olarak tez cgalismasinda gurllti kaynaklari minimize edilerek, akustik
titrestirme ve optik 1sik sagiimasi yontemi ile galisan kapali sivi hicre AKM
gelistirilmigtir. Bu sistem ile gesitli biyolojik 6rneklerin ve atomik latislerin yuksek
¢ozunurluUk goruntuleri kaydedilmistir. Karakterizasyon ¢alismalari olarak tek
molekul kuvvet spektroskopisi ve nanoindentasyon galismalari gergeklestirilmistir.
Tek molekldl kuvvet spektroskopisi calismalarinda farkli model sistemler
denenerek kullanilan biyomolekillerin birbirleri ile olan etkilesimleri incelenmis ve
literatir ile karsilastirildiginda basarili sonuglar elde edilmigtir. Son olarak
nanoindentasyon c¢alismalari ile hiucre ylzeyinin degisken etkenlere gore

biyomekanik 6zelliklerindeki farkhliklar ve bunlarin hiicre elastisitesine olan etkileri
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belirlenmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda, temel bilimler ve tip alanlarinda tek
molekullerin tayini, birbirleri ile olan etkilesimleri, hastalik teshisi ve tedavi
yontemlerinin gelistiriimesi, biyomalzemelerin gelistiriimesi gibi konularda yulksek
hassasiyette calisabilen bir AKM ile verimli c¢alismalarin yapilabilecegi

ongorulmektedir
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