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OZET

Bu cali gmanin ilk a gamasinda, silisyum (100) yuzeyler Gizerinde ylzeyde

baslatilan tersinir katilma-ayrilma zincir transfer po limerle sme (RAFT)
yontemi ile sdlfidril u¢ gruplara sahip sicaklik du yarli  poli((2-
metoksietoksi etil)metakrilat) P(MEO »-MA) fircalar sentezlenmi stir. Elde
edilen fircalarin yapisal karakterizasyonu icin X-1  sinlari fotoelektron
spektroskopisi (XPS) ve grazing angle aksesuarli fo  urier dont sumlu
infrared spektroskopisi (GA-FTIR) kullanilmi stir. Polimer fircalarin
hidrofilik/hidrofobik karakteri su de  gme acisi dlcimleri ile ve yilzey

morfolojileri atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile be lirlenmi stir.
Hazirlanan polimer firgalarin elipsometre karakteri ~ zasyonu sonucu

yuzeyler Gzerinde yakla sik 27 nm kalinh ginda, 0,7 zincir/nm 2

asllama
yogunlu gunda ve yuzeydeki iki makromolekil arasi uzakli  gin ise 1,35
nm oldu gu belirlenmi stir. Sicaklik kontrol elementli su de gme acisi
Olcimleri ile hazirlanan polimer fircalarin yakla g1k olarak 34 °C faz ge¢i s
sicakl gina sahip oldu gu belirlenmi gtir. Polimer fircalarin Gzerine
ortalama caplari 15 nm olan altin nanoparcaciklar i  mmobilize edilerek
polimer firca-nanoparcacik hibrit sistem hazirlanmi stir. Hibrit sistemde
bulunan altin nanoparcacik yo §unlu §u AFM ile 185 parcacik/um ? olarak

belirlenmi stir. Hazirlanan hibrit sistemlerin ytzeyde giclendi rilmi g



Raman spektroskopisi (surface enhanced Raman spectr  oscopy, SERS)
temelli olmasi ve Hepatit B te shisinde kullanilabilmesi icin yuzeyler

Uzerinde “sandvi¢ tip” DNA hibritte  gmesi gercekle stirilmi stir. Oda
sicakl ginda Hepatit B te shisi icin tayin edebilme siniri 0,44 fM ve faz

gecis sicakliginin Gzerinde ise 0,13 fM olarak belirlenmi stir. Ayrica
yapilan detayli analizler sonucunda, silisyum ytzey inde hazirlanan
hibrit sistemin klinik olarak kullanilabilme potans iyelinin oldu gunu

gostermi stir.

Caligmanin ikinci kisminda ise, ilk olarak ortalama capl ar 62 nm olan
silika nanoparcaciklar sentezlenmi stir. Parcaciklarin  ylzeyi 3-
iyodopropil tirmetoksisilan (IPTS) molekdli ile mod ifiye edildikten
sonra Yyuzeyde ba slatilan tersinir zincir transfer katalizlenmi $
polimerle sme (RCTP) yontemi ile ortalama 7 nm kalinli  ginda poli(glisidil
metakrilat) P(GMA) fircalar sentezlenmi stir. Polimer fircalar tzerine ilk
olarak anti-karsino embriyojenik antijen (anti-CEA) ve daha sonra
karsino embriyojenik antijen (CEA) ba glanmistir. Hazirlanan hibrit
sistemin SERS temelli olabilmesi i¢in manyetik giimu s nanotanecikler
sentezlenmi §, Raman etiket moleklili ve anti-CEA ile modifiye
edilmi stir. CEA ba gl silika nanotanecikler ile anti-CEA ba gli manyetik
gumu s nanotanecikler arasinda “sandvi¢ kompleks” olu sturulmu stur.
SERS karakterizasyonu ile hazirlanan hibrit sistemi  n dig manyetik alan
yokken CEA antijeni tayin edebilme siniri 0,08 ng/m L, dig manyetik alan
varken ise 1 pg/mL olarak belirlenmi stir. Elde edilen sonuclar, hibrit
sistemin akci ger kanseri hastali ginin teshisinde klinik olarak
kullanabilme potansiyelinin oldu  gunu gostermi sgtir.

Bilim Kodu :201.1.117
Anahtar Kelimeler : polimer firca, nanoparcacik, SE RS, Hepatit B, CEA

Sayfa Adedi . 207
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ABSTRACT

In the first part of this study, temperature sensit ive poly((2-
methoxyethoxy)ethyl) methacrylate [P(MEO  ,-MA)] brushes with sulfidryl
end group on silicon (100) disc surface were synthe sized via reversible
addition-fragmentation chain transfer polymerizatio n. The structural
characterizations of P(MEO ,-MA) brushes were carried out by X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) and grazin angle F  ourier transform
infrared spectroscopy (GA-FTIR). Their hydrophilic/ hydrophobic
characters and surface morphologies were conducted by water contact
angle measurements and atomic force microscopy (AFM ), respectively.
As the results of ellipsometry characterization, th ickness, grafting
density and distance of two adjacent macromolecules were found to be
27 nnm, 0.7 chain/nm % and 1.35 nm, respectively. The P(MEO ,-MA)
brushes had a phase transition temperature at 34 °C determined by
temperature controlled water contact angle measurem ents. Polymer
brush-nanoparticle hybrid systems were prepared aft er immobilization
of gold nanoparticles with an avagare diameter of 1 5 nm on polymer
brushes. The gold nanoparticle density on the hybri d system by AFM
2. “Sandwich type” DNA

hybridizations were done on the hybrid system for H epatit B detection

was calculated as 185 particles/nm



Vi

and based on surface enhanced Raman spectroscopy (S  ERS). The limit
of detection for Hepatit B was found to be as 0.44 fM and 0.13 fM at
room temperature and above phase transition tempera @ ture,
respectively. Moreover, detailed analysis of the hy  brid systems showed

that they can be potentially used in clinical appli cations.

In the second part of this study, silica nanopartic les with an avarege
diameter of 62 nm were first prepared and then poly (glycidyl
methacrylate) PGMA brushes with an average thicknes s of 7 nm were
synthesized via reversible chain transfer catalyzed polymerization
(RCTP) on the silica nanoparticles after the modifi  cation with 3-
iodotrimethoxysilane (IPTS). Anti-carsinio embryoge nic antigen (anti-
CEA) and embryogenic antigen (CEA) molecules were b  ound on the
polymer brushes. Meanwhile, magnetic silver nanopar  ticles were also
synthesized and modified with Raman reporter molecu les and anti-CEA
to be based on SERS of the prepared hybrid system. Finaly, “Sandwich
complexes” were produced between CEA coated silica nanoparticles
and anti-CEA coated magnetic silver nanoparticles.T  he detection limit
of the hybrid system was found to be 0.08 ng/mL wit  hout an external
magnetic field and 1 pg/mL with an external magneti  c field. The results
of these studies also indicated that the hybrid sys tem can be potentially
used in clinical applications such as lung cancer d etection.

Science Code :201.1.117

Keywords : polymer brushes, nanoparticles, SE = RS, Hepatit B, CEA
Page Number : 207
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1.GIRIS

Gerek biyolojik sistemlerde gerekse sentetik (yapay) malzemelerde olasi
herhangi bir etkilesim ara yilizeylerde meydana gelmektedir. Bu nedenle
“biyo-ara yuzeyler” ve bununla iligkili biyolojik sistem-malzeme arasindaki
etkilesimler, biyo-malzemenin calismasinda oldukg¢a buyik 6neme sahiptir.
Bununla birlikte bu etkilesimlerin kontrol edilebilmesi de elde edilecek biyo-
malzemenin in vivo ve/veya in vitro calismalardaki performansini da
dogrudan etkilemektedir. Temel olarak, bir biyo-ara yilizey DNA, RNA,
protein, antikor gibi bir biyomolekul ile bir kati ylizeyin (cam, altin, silisyum,
mika vs.) etkilesmesi ile hazirlanabilirken kompleks ara yizeyler, membran,
viris ya da hicre gibi daha biyuk biyolojik sistemlerin organik, inorganik
veya yapay herhangi bir malzeme ile etkilestiriimesi sonucunda hazirlanir. Bu
acidan bakildiginda, biyolojik sistemler ve ylzey arasindaki etkilesimlerinin
etkinligi ylzeyin kimyasal yapisi, i1slanabilirligi, topografik yapisi gibi kimyasal
ve fiziksel o6zellikler tarafindan belirlenmektedir. Bundan dolay! biyomalzeme
tasariminda  kullanilacak olan ylzeyin  Ozelliklerinin  kontroli  ve
dizenlenebilmesi olduk¢a 6nemlidir. Nanoteknolojinin ilerlemesi ile birlikte
kullanilacak olan vyizeylerin bu tur fizikokimyasal 6zelliklerinin kontrol
edilebilme sansi artmaktadir. Ozellikle yiizey karakterizasyon yontemlerinin
gelismesi ile hazirlanacak olan ytzeylerin tim 6zelliklerini kontrol etmek daha
da kolaylagsmakta ve sonucgta biyo-malzemelerin uygulama sahasindaki

yuzey iglevselligi kontrol altina alinmaktadir.

Nanoteknoloji ile paralel bir ilerleme kaydeden molekuller biyoloji ve
nanobiyoteknoloji alanlarinda yapilan calismalar sayesinde gunimuzde
biyolojik sistemlerin calismasi ile ilgili 6nemli sonuclar elde edilmigtir.
Ozellikle canli bir hiicrede gerceklesen cogu reaksiyonlarin dogrudan ya da
dolayli olarak izlenmesine olanak saglayan nano-0Olcekte gdoruntileme
ajanlari sayesinde bir¢ok biyolojik olaylar takip edilmektedir. Canli hiicrelerde
meydana gelen reaksiyonlardan 6zellikle antijen-antikor etkilesimi, DNA

hibritlesmesi, enzim-substrat iligkileri ginimuzde bircok calismaya esin



kaynagi olmustur. Ozellikle nanobiyoteknolojinin  sundugu imkanlar
cergevesinde canli bir hiicrede gerceklesen reaksiyonlar taklit edilerek bir gcok
yeni nesil ve nano-6lcekte malzemeler Uretilmis ve sonucta hastaliklari erken,
hizli ve guvenilir bir sekilde tespit eden oldukca islevsel nano-biyomolekuler
algilayicilar uretilmistir. Hazirlanan bu algilayicilarin nano-0lcekte islevsel
olmasi sonucu gunumuzde oldukca kompleks olan teghis/tani analiz

cihazlarinin yerini daha kicuk, daha hafif analiz cihazlar almistir.

Gunumizde nanoteknolojinin gelismesiyle atilan en 6nemli adimlardan biri
de, hastaliklarin erken teshisine imkan veren bir¢cok yeni nesil biyosensor
tasarlanabilmesidir. Bir biyosenstr, temel olarak belirli bir ylzey (silisyum,
altin vb.) ve immobilize edilmis prob molekidl (antikor, DNA, enzim vb.)
ikilisinden olugsmaktadir. Biyosensoérler, immobilize edilmis olan hedef
molekil (hastalik etkeni molekul) ile eslenik molekil arasinda meydana gelen
spesifik etkilesimler sonucu olasi fizikokimyasal degisimlerin (iletkenlik,
kirllma indisi, film kalinh@i gibi) belirli bir tarayici ile islenerek anlamli
sinyallere  donusturtlmesi  seklinde calisirlar.  Sonu¢ olarak prob
molekil/hedef molekul etkilesminin hangi noktalarda meydana geldigi
dolayisiyla biyomolekuliin tirt belirlenerek hiicre icinde olusan biyo-isaretci
molekdllerinin belirlenmesi ile hastaliklarin erken ve hizli bir sekilde teshisi
saglanmis olur. Gunimuizde biyosensor tasariminda destek malzemesi
olarak kullanilacak yuzey, biyomolekil baglanmadan 6nce bir ara molekdl ile
baglanir. Genellikle ara molekullerin yizeylere baglanmasinda kendiliginden
dizenlenen tek tabakalar (KDDT) yontemi kullanilir [Miura ve ark., 2008;
Johnson ve ark., 2008]. Bu ybntem, temel olarak ytzeye 6zgu organik bir
molekil ile ylzey arasindaki etkilesime dayanmaktadir. Meydana gelen
etkilesimler sonucu yuzeyler Uzerinde organik molekile ait dizenli tek
tabakalar olugsur. Bu yontem her ne kadar hazirlanmasi bakimindan kolay
olsa bile mekanik dayanimlarinin diagtk olmasi, biyomolekil baglanmasi
sirasinda molekuler kirilmalarin olmasi ve tek tabaka olusumundan sonra
gerekli olan kimyasal donidsumlerin oldukca zor yapiliyor olmasi gibi

dezavantajlari bulunmaktadir. Bu dezavantajlarindan o6tirti bu yéntemlerle



hazirlanan biyosensorlerin hassasiyetleri dusuk olmaktadir [Endo ve ark.,
2005]. Bu tur dezavantajlan ortadan kaldirabilmek icin biyomolekul
baglanmadan 6nce ara baglayici olarak polimer fircalar kullanilabilmektedir.
Belirli  bir ylzey Uzerinde gergin polimerik tabakalar olarak
tanimlayabilecegimiz polimer fircalar sayesinde ylUzeyler tzerinde oldukca
esnek vyapilar olusturularak biyomolekil baglanma esnasinda meydana
gelebilecek molekiler kirllmalarin 6ntine gecilebilir. Bunun yani sira polimer
fircalarin fonksiyonel grup cesitliliginin fazla ve film morfolojilerinin kontrol
edilmesinin kolay olmasi gibi avantajlari vardir. Bu avantajlari sayesinde,
polimer firgca temelli bir cok biyosensor dizayni gergeklestirilmistir [Zhang ve
ark., 2005; Pirri ve ark, 2006; Zelikin ve ark., 2007; He ve ark., 2008;

Kanayama ve ark, 2009].

Bir biyosensdrde meydana gelen degisikliklerin anlamhl  sinyallere
donustiartlerek takip edilebilmesi sensérin calismasini etkileyen diger en
onemli parametrelerden birisidir. GuUnimuzde, sensorlerde gerceklesen
biyokimyasal reaksiyonlardan sonra meydana gelen fizikokimyasal olaylar
degisik sekillerde takip edilmektedir. Ornegin iletkenlik, kalorimetrik,
fluoresans ve yuzey plazmon rezonans tabanl bir cok sensér hazirlanmigtir
[Park ve ark., 2002; Wang ve ark., 2010; Wang ve ark., 2010; Nelson ve ark.,
2001]. Bu yontemlerin diginda sensor yuzeyine immobilize edilmis
biyomolekiller arasinda meydana gelen reaksiyonlarin takibinde ylzeyde
guclendiriimis  Raman  spektroskopisi  (surface enhanced Raman
spectroscopy, SERS) olduk¢ca onemli bir yere sahiptir. Diger metodlar ile
kargilastirildiginda SERS, en az numune hazirlama, ucuz reaktiflerin
kullanildigi, kolay, hizli ve guvenilir bir biyoanaliz teknigidir. Bu ydntem
sayesinde oldukca karmasik sistemlerde bile analiz yapilarak takip edilen
biyomolekiller hakkinda oldukca hassas ve gulvenilir Dbilgiler elde
edilmektedir. Bu yontem kullanilarak ginimuizde klinik alanda kullanilan tani
tekniklerinden tekrarlanabilirligi ve hassasiyeti oldukc¢a ytiksek biyosensorler
hazirlanmaktadir [Hyangah ve ark., 2009]. Boylece bu spektroskopik yontem

sayesinde hastalik etkeni olan molekuli c¢ok dustk derisimlerde tayin



edebilme 6zelligi vardir. Bilindigi gibi hastalik etkeni molekull tayin etmede
kullanilan bir ¢cok serolojik testten dogru sonug alabilmek i¢in hastalik etkeni
molekilin serumda belirli bir derisime ulasmasi gerekmektedir. Dolayisiyla
cogu serolojik test hastaligin erken teshisine imkan vermemektedir. SERS
sayesinde bir ¢ok hastalik etkeni molekil uygun sensér tasarimi ile hastaligin
cok erken seviyelerde teshis edilmesine olanak vermektedir.

Bu calisma kapsaminda hem polimer firca kullaniminin hem de SERS
yonteminin avantajlar birlestirilerek literatlr calismalarindan farkl olarak iki
ayri polimer firca-nanoparcacik hibrit sistem hazirlanmistir. ilk biyosensérde
Hepatit B hastaliginin teshisinde kullanilmak tzere SERS tabanh heterojen
analiz  sistemi  hazirlanmistir.  ikinci  biyosensér tasariminda ise
nanopargaciklar uzerine polimer fircalar sentezlendikten sonra akciger
kanseri hastaliginin teshisinde kullanilabilecek SERS tabanli homojen analiz
sistemi hazirlanmistir. Her iki sistemde cesitli ylzey ve nanoparcacik
karakterizasyon yontemleri ile analiz edilmis ve elde edilen hibrit sistemlerin

hastaliklarin teshisinde kullanilabilirligi test edilmistir.



2. POLIMER FIRCALAR

Belirli bir yizey (altin, cam, mika ya da kolloidal parcaciklar) Uzerinde
polimerlerin bir ucunun yizeye fiziksel ya da kovalent olarak baglanmasi
sonucu olusan gergin polimer zincirlerine polimer firgalar denir. Ylzey
Uzerinde baglanan polimerlerin miktari arttikgca polimer zincirleri arasinda
hidrofobik ve/veya hidrofilik etkilesimler artar ve bunun sonucunda polimer
zincirleri entropiden kaynakli “uzamig (gergin veya ¢cubuk)” konformasyonunu
tercin eder [Advincula ve ark., 2003; Advincula ve ark., 2004]. Polimer
fircalarin hazirlanma teknigine de bagl olmak Utzere polimer firgalar ytzey
tzerinde hemen hemen esit boyda ve homojen olarak dagilirlar [Hooper ve
ark., 2001]. Bu duzenlilik ve konformasyon sayesinde polimerlerin tirt ve
Ozellikle u¢ gruplarin degistiriimesi ile biyouyumlu, biyoaktif, hidrofobik-
hidrofilik 6zellikte ytzeyler hazirlanabilir.

Sekil 2.1. Polimer fircalarin sematik gosterimi : (a) Makroskobik ylzey (altin,
cam, silisyum, mika v.b.) Gzerindeki polimer fircalar, (b) Kolloidal
parcaciklar (altin, silika, TiO,, gimus nanoparcaciklar) tzerindeki
polimer fircalar.

Polimer firgalar, fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak tzere iki yontemle
hazirlanmaktadir. Fiziksel adsorpsiyonda polimerler yiizey Uzerine van der
Waals veya elektrostatik tirt etkilesimlerle adsorbe olarak polimer fircalar

olusur. Bu yolla olusan polimer fircalar dusik baglanma yogunluguna sahip



olmakla birlikte polimerin camsi gecis sicakliginin Uzerine isitildiklarinda
ylzey Uzerinde desorpsiyon olmaya baslar [Advincula ve ark., 2004; Hooper
ve ark., 2001; Ravindranath ve ark., 2007]. Bu teknikle ginimuizde hala
kullaniimaktadir ve 6zellikle gicli elektrostatik etkilesime dayanan tabaka-

tabaka polimer filmlerin hazirlanmasinda (Sekil 2.2) dikkat cekici yere

sahiptir.
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Sekil 2.2. Tabaka-tabaka polimer filmlerin hazirlanmasinin sematik gosterimi
: (&) Kaplama yonteminin sematik gosterimi, (b) Yuzeydeki polimer
fimlerin gosterimi, (c) Kullanilan polianyon ve polikatyonlarin
kimyasal yapilari [Decher ve ark., 1992].

Kimyasal adsorpsiyon yontemi ise kendi arasinda ¢ alt bashga

ayriimaktadir:

Yizeye asilama yontemi

Bu yontemde yuzey polimerin u¢c grubu ile uygun bir kimyasal grup ile
fonksiyonellestirildikten sonra yiizey polimer ¢ozeltisine daldirilarak polimerin
kimyasal olarak adsorplanmasi saglanir. Adsorbe olan polimerin diger



polimer zincirinin adsorpsiyonunu kolaylastirilacak yonde hizli bir sekilde
duzenlenemediginden bir baska deyigle entropik diuzenlenmenin ¢ok yavas
olmasindan dolayi disik baglanma yogunluguna sahip polimer fircalar elde
edilir [Sidorenko ve ark, 2002; Mezzenga ve ark., 2000].

Ylizey boyunca asilama yontemi

Bu yontemde ylzey monomerik birim iceren bir molekdl ile modifiye edilir.
Ardindan yuzey, monomer ve baslatici iceren ¢oOzeltiye daldinlir. Uygun bir
sicaklikta polimerlestirme baslatilir. Bu yontemle elde edilen firgalar yizeye
asllama yontemine gore daha fazla olur ancak elde edilen polimerler “Y”

seklinde bir konformasyona sahiptir [Coulembier ve ark., 2005].

N
Monomer N\ "i
N =
(:/1
Baslatici 3

Y konformasyonunda polimer firgalar

%,

Polimerlegebilengrup\ NN N XY

Sekil 2.3. Ylzey boyunca asilama yonteminin sematik gosterimi.

Yizeyden asilama yontemi

Bu yontemde ilk olarak baslatici ylizeye kovalent olarak baglanmasi saglanir.
Daha sonra ylzey, monomer ve serbest baglatici iceren c¢o6zeltiye
daldinlinldiktan sonra polimerlesme baslatilir. Bu yontemde yukarida bahsi
gecen yoOntemlere gore daha yogun, sik istiflenmis ve homojen dagiimis
polimer fircalar elde edilir. Monomerin ylzeyde biylyen aktif uclu radikallere
dogru difiizyonuna dayanan bu yontem ginimuzde en ¢ok kullanilan yéntem
olmakla birlikte bircok uygulama alani icinde 6nemli bir yere sahiptir.

Yuzeyden agilama yonteminde asilama yogunlugunu etkileyen en 6nemli



faktdor monomerlerin, ylzey uzerinde biyuyen aktif makroradikallere dogru
difizyonudur. Bu nedenle bu yontemde diger yontemlere gére daha uzun
zincir uzunluguna sahip polimer fircalar sentezlenebilir [Biesalski ve ark.,
2002; Zhou ve ark, 2002]. Sekil 2.4’de ylzeye ve ylzeyden asllama
yontemleri sematik olarak gosterilmigtir.
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Sekil 2.4. Yizeye ve yluzeyden asilama yontemlerinin sematik gosterimi
[Barbey ve ark., 2009].

Yuzeye agllama ve yuzeyden asilama yontemleri ile elde edilen polimerik
tabakalarin konformasyonu firca ya da mantar konformasyonunda olabilir
(Sekil 2.5). Adsorbe olmus iki makromolekil arasindaki uzaklik
makromolekilin jirasyon yari ¢apinin iki katindan kugiuk (D<2Rgy) ise
polimerin  firca  konformasyonunda, bulyik ise (D>2Ry) mantar
konformasyonundadir [Jordan, 2006].



Mantar konformasyonu Firca konformasyonu

Sekil 2.5. Yuzeyler Uzerine adsorbe olmus polimerlerin mantar ve firca
konformasyonlarinin sematik gosterimi [Rihe, 2004].

Yiuzeyde baslatilan farkli  polimerlestirme  yontemleri ile  farkl
kompozisyonlarda ve yapilarda polimer fircalar sentezlenmektedir (Sekil 2.6).
Bu yontemlerinden en énemlisi mol kitlesinin, yapi ve mol kitlesi dagihminin
kontrolini saglamada kullaniimakla birlikte ylzeyde homojen dagiimis
polimer fircalarin sentezinde de siklikla kullanilan “kontrolli/ yasayan”

polimerlesme teknikleridir.

Blok kopolimer Rasgele kopolimer Capraz bagh polimer Serbest polimer
Siiper dallanmig Yiiksek dallanmis %gekgie ikili karma firca Standart ikili karma fir¢a

Gradient polimer fir¢alar Kimyasal bilesimi farkli polimer fircalar

allf 223

Sekil 2.6. Farkl yapilara sahip polimer fircalarin sematik gosterimi [Barbey
ve ark., 2009].

<
=
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3. KONTROLLU/YA SAYAN POL IMERLESME

Yasayan polimerlesme terimi ilk olarak 1956 yilinda ytksek vakum altinda
gerceklestirilen anyonik polimerlesme sirasinda hicbir yan reaksiyonun
gerceklesmemesi sonucu Szwarc tarafindan kullaniimistir [Szwarc, 1956;
Szwarc ve ark., 1956]. Daha sonra 1987 yilinda kontrolli polimerlesme terimi
ortaya c¢cikmis ve kontrolli polimerlesmenin sadece hazirlanan polimerin
mimari yapisinin (lineer, blok, yildiz, dendrimer) ve u¢ grup fonksiyonelligini
icerdigi rapor edilmistir [Matyjaszewski, 1987]. Goruldugu gibi yagsayan terimi
radikalik reaksiyonlari icerirken, kontrolli terimi polimerin yapisini
icermektedir ve bu iki terimin birbirinden farkli oldugu ortaya cikmaktadir. Bir
baska deyisle, yasayan bir polimerlesme turii her zaman kontrolll, kontrolli
olan bir polimerlesme tiru ise her zaman yagsayan olmak zorunda degildir. Bu
fikirlerin ortaya atilmasindan kisa bir stre sonra, 1990 yilinda gergeklestirilen
calismalarla farkh kontrollii/yasayan polimerlesme mekanizmalari kesfedilmis
ve yasayan olan bir polimerlesmenin ayni zamanda kontrolli oldugu da
gOsterilmistir [Matyjaszewski ve Davis, 2002]. Gunumuzde ise kontrolli terimi
ile yagsayan terimi birbirlerinin yerine kullanilabilmektedir.

Yasayan polimerlesme reaksiyonlari olarak da bilinen kontrolli radikal
polimerlesme yontemleri, polimer zincirinin kontrolli biyumesini saglayan ve
dar mol kuitlesi dagihmini elde etmeye yarayan farklh polimerlesme
mekanizmalarindan olusur. Bir nevi katilma mekanizmasina sahip olan
yasayan polimerlesme reaksiyonlarinda biyuyen polimer zincirinin sonlanma
adimi ya ortadan kaldirilmig yada yok sayilabilecek diizeyde olmaktadir.
Daha dogrusu, sonlanma ve baslama basamaklari dig etmenlerle kontrollu
bir sekilde yapilir. Bu sayede polimerin mol kitlesi ve polimer zincirlerinin ug
gruplari kontrol edilebilir. Zincir sonuna eklenebilecek farkli fonksiyonel

gruplar ile polimerin fiziksel 6zellikleri de kontrol altina alinabilir.

Sonlanma ve zincir transferi reaksiyonlarinin olmadigi (dejeneratif zincir

transferleri hari¢) yasayan polimerlesme mekanizmalarinda polimer zincirinin
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blyume hizi hemen hemen sabittir ve reaksiyon sonunda elde edilen polimer
molekdllerinin zincir bayuklukleri birbirine ¢ok yakindir; yani monodisperse
yakin heterojenlik indeksi (My, / M, < 1,1) vardir. Kontrolli polimerlesme
yontemlerinde polimerlesme monomer tikeninceye kadar devam eder ve
ilave monomer eklenmesiye devam ettirilebilir. Bu 0zellik sayesinde
reaksiyonun istenilen adimlarinda farklh monomerler eklenerek blok
kopolimerler elde edilebilir. Ayrica bu yéntemlerin en énemli 6zelligi mol
kitlesinin  polimerlesme siresi ile dogrusal olarak degismesidir. Bu
polimerlegsme tirlerinin diger ozellikleri ise polimerin mol kitlesinin, baglatici
ve monomer arasindaki stokiyometrik oran ile kontrol edilebilir olmasi ve
blyuyen aktif zincirlerin sayisinin monomer doénidsiminden bagimsiz ve

polimerlesme slresince sabit olmasidir [Quirk ve Lee, 1992].

Gunumuzde atom trasfer radikal polimerlesme (ATRP), tersinir katilma-
ayrilma zincir transfer polimerlesme (RAFT), azotoksit vasitali polimerlesme
(NMP), kontrolli anyonik, katyonik, halka acilmasi, halka ac¢ilmasi metatez
polimerlegsmesi gibi yasayan polimerlesme c¢esitleri bulunmaktadir Ayrica son
zamanlarda tersinir zincir transfer katalizli polimerlestirme (RCTP) yodntemi

de yeni nesil “kontrollii/yagsayan” polimerlestirme yéntemleri arasindadir.

3.1. Tersinir Katilma-Ayrilma Zincir Transfer (Reve  rsible Addtion-
Fragmentation Chain Transfer, RAFT) Polimerl esmesi

Yasan/kontrolli polimerlesme yb6ntemleri sayesinde yapi, kompozisyon ve
fonksiyonellik acisindan oldukga genis polimerler sentezlenebilmektedir.
Kontrolli polimerlestirme oOrneklerinden biri olan RAFT polimerlestirme
yontemi 1998 yilinda birbirlerinden bagimsiz olarak calisan Rizzardo ve
Charmot tarafindan gelistirilmistir [Rizardo ve ark., 1998; Charmot ve
ark.,1998]. Bu tarihten itibaren RAFT yontemi kullanilarak o6zellikle yildiz,
tarak, blok kopolimer, c¢ekirdek-kabuk yapisinda nanoparcaciklar ve

dallanmigs yapiya sahip polimerler sentezlenmis, biyo ve molekuler elektronik
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uygulamalarinda oldukga genis kullanim alanlarina sahip olmustur [Barner ve
ark., 2003; Chen ve ark., 2006; Fischer, 2011].

1
Uygun RAFT ajam

3
Kolay izole edilebilen, diisiik
heterojenlik indeksine sahip,
saf polimerler

Sekil 3.1. Serbest radikal polimerlesmesinin RAFT yontemine
donustartlmesinin sematik gosterimi.

Serbest radikal
polimerlesme kosullarn

RAFT polimerlestirme diger polimerlestirme yontemlerinden ayiran en énemli
Ozellik RAFT yonteminin serbest radikal polimerlesme ekipmanlari ile
calismasidir. Bir baska deyisle serbest radikal polimerlesme ydntemindeki
¢bzicu, monomer, baslatici ve sicaklik ayni olmak lzere ¢ozelti ortamina
monomerin yapisina uygun genel olarak tiyokarboniltiyol (-S(C=S)) yapisina
sahip ve RAFT ajani olarak adlandirilan ilave maddenin konulmasi ile birlikte
serbest radikal polimerlesme, kontrolli RAFT yontemine donusturtlmektedir
(Sekil 3.1). Ortama ilave edilen ajanin turd, derisimi ve reaktifligi ayarlanarak
olusacak olan polimerlerin mol kitlesi, mol kitlesi dagilimi ve polimerlerin ug

gruplari kontrol altina alinabilir.

ATRP yonteminde elde edilen polimerlerin metal safsizlik barindirmasi ve bu
metaller nedeniyle polimerlerin cogunun sentez sonrasinda yesil/siyah renkli
olmasi, bu metallerin sentez sonrasinda bazik aliminadan gecirilerek
uzaklastirilmasi gibi ilave islemlerin gerekmesi ve ayrica gerek ATRP
gerekse NMP tekniklerinde 6zellikle karboksilli asit iceren gruplarin kontrolli

polimerilestirmenin saglanamamasi gibi dezavantajlari vardir. Tim bu



13

dezavantajlar sayesinde RAFT yontemi oldukga dikkat ¢ekici bir yere sahiptir.
RAFT polimerlesmesinde en oOnemli kisitlayici etkenler RAFT ajanlarinin
toksisitesinin yiksek olmasi, koti kokuya sahip olmasi ve ticari olarak
ajanlarin bulunamamasi (bazi firmalar bu kimyasallari satisa sunmus olsalar
bile RAFT endustriyel alanda daha yayginlasmadigi igin fiyatlari oldukca

yuksektir) seklinde siralanabilir.

RAFT polimerlesmesine mekanistik acidan bakildiginda bes farkli basamagi
vardir [Moad ve ark., 2005]:

Baslama basamagi: RAFT polimerlestirme yonteminin ilk adimi serbest
radikal polimerlesmesinde oldugu gibi baglar. RAFT yénteminde peroksit gibi
genel baglaticilar kullanildigi gibi azobisizobdtironitril (AIBN) ve 4,4'-azobis(4-
siyanovalerik asit) (ACVA) gibi baglaticilar siklikla kullanilir. Baglaticinin 1g1k
yada 1si1 ile parcalanmasindan olusan radikal, monomer ile reaksiyon girer ve
aktif uclu makroradikaller olusturur. Bu makroradikalin derisimi normal radikal

polimerlestirme yontemine gore oldukga dusuktar.

Zincir transfer basamagi: Baglama basamaginda olusan makroradikal
ortamda bulunan RAFT ajanina atak yapar ve ilk olarak RAFT ajanini da
iceren makroradikal olugur. Daha sonra bu makroradikalden R grubu
ayrilarak ilk makro RAFT ajani olusur.

Yeniden baglama ve zincir dengesi basamagi: RAFT ajanindan ayrilan R
grubunun yapisina monomer ilave edecek kadar aktifliginin ¢cok yuksek
olmasi istenir. Ayrilan R grubu ortamdaki monomerle ard arda reaksiyona
girerek aktif uclu yeni bir makroradikal olusturur. Olusan bu makroradikal
ayrilma basamaginda olusan ve RAFT ajan kalintisi iceren 6l polimere atak
yaparak serbest radikal baslaticisi tarafindan olusturulan polimerlerin

yapidan ayrilmasina ve tekrar yapisina monomer ilave etmesine neden olur.
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Sekil 3.2. RAFT polimerlesmesinin mekanistik gosterimi [Moad ve ark.,
2005].

Sonlanma basamagi: ideal RAFT ydnteminde sonlanma basamagi radikal
derisiminin azaltiimasi ile bastirilabilir ancak ortamda aktif makroradikallerin
bulunmasi ayri ayri sonlanma ya da birleserek sonlanmalarin olmasi
kacinilmazdir. Sonlanma basamaginin  %5-%10 araliginda olmasi
durumunda bir baska deyisle yasayan polimerlerin %90-%95 seviyesinde

olmasi durumunda polimerlestirmenin kontrolli oldugu séylenebilmektedir.

Mekanizmadan da anlagilacagi Uzere RAFT polimerlesmesinde en dnemli
parametre RAFT ajaninin dogru secilmesidir. Clunki, ortama ilave edilen
ajanin turd, derisimi ve reaktifligi ayarlanarak olusacak olan polimerlerin
fiziksel 6zellikleri kontrol altina alinabilir. RAFT ajaninin dogru secilmemesi
polimerlesmenin  kontrolli olma  06zelliginin  digsmesine ve hatta
polimerlesmede serbest radikal polimerlesmesinin baskin gelmesine sebep
olabilir [Wang ve ark., 2005].
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3.1.1. RAFT polimerle gmesinde kullanilan ajanlar

RAFT polimerlesmesinde kullanilan ajanlarin genel yapisi Sekil 3.3'de
verilmistir. Tipik bir RAFT ajaninda tiyokarboniltiyol grubu disinda yapidan
kolaylikla ayrilan ve polimerlesmede yeniden baslama basamaginda rol alan
R grubu ile polimerlesmede ara radikal kararhligindan sorumlu olan Z

grubundan olugmaktadir.

reaktif ¢ift bag

S?/S—R—- ayrilan grup
kararlagtiricigrup —— 7

0 N
\ a\ "
X % X X

b
E"R SYS_R SYs'R SYS_R

Ditiyoester Ksantat Tritiyokarbonat Ditiyokarbamat

Sekil 3.3. RAFT polimerlesmesinde kullanilan ajanlar.

RAFT polimerlesmesinin kontrollii olma 6zelligi bir baska deyigle RAFT ajani
etkinligi polimerlesmede kullanilacak olan monomere, polimerlesme
sartlarina (sicaklik, ¢dzucl vb) ve ajandaki R ve Z gruplarinin yapisina
baghdir [Adamy ve ark., 2003; Mayadunne ve ark., 1999]. R grubu
polimerlesmeye katilirken, Z grubu polimerlesmeye katilmaz ancak
polimerlesmede olugsan tiyokarboniltyiol ara radikallerinin kararliligini 6nemli

Olclde etkiler.

ideal bir RAFT ajani agagidaki dzelliklere sahip olmalidir [Mod ve ark., 2008]:
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1) Baglangictaki RAFT ajani ve polimerlesme esnasinda olusan makro-RAFT
ajanlar reaktif tiyokarbonil grubu (C=S) icermelidir (buytk Kagq).

2) Ara radikaller cok hizli bir sekilde bozulmalidir (blytk kg, zayif S-R bagt)

ve hicbir sekilde yan reaksiyonlar vermemelidir.

3) Ara radikallerin bulundugu denge, ayrilma reaksiyonlarinin oldugu tarafa

dogru baskin olmalidir (kg = K-add )-

4) Ayrilan radikaller (R") polimerlesmeyi yeniden baglatacak kadar etkin
olmalidir (ki 2 k).

R ve Z gruplarinin kimyasal yapisi, zincir transfer basamagindaki (bu
basamak ayni zamanda denge oOncesi basamak olarak da bilinir) hiz
sabitlerinin buydklagina belirler ve bu hiz sabitleri Gzerine sicakhgin etkisi
cok azdir [Theis ve ark.,2006; Theis ve ark.,2005; Kowollik ve ark., 2001].
Ozellikle, zincir transfer basamaginda olugsan ara radikallerin ayriima hiz
sabitlerinin kuantum kimyasal hesaplamalarla R ve Z grubuna dogrudan bagl
oldugu gosterilmistir [Feldermann ve ark., 2004; Kwak ve ark., 2004]. Belirli
bir R grubu icin (6rnegin siyanoizopropil grubu), Z grubu metil grubu yerine
fenil grubununun bulunmasi ara radikal kararliigini artirir. Bu durum katiima
hiz sabitinin artmasini saglarken, ayrilma hiz sabitinin dismesine yol agar
[Kwak ve ark., 2004; Monteiro ve ark., 2001; Wang ve ark., 2003].
Polimerlesme sirasinda buyldyen radikallerin reaktifligi ile Z grubunun
kararlastirici etkisi arasindaki iliski Sekil 3.4’'de gosterilmistir. Sekilden de
anlasilacagl uzere belirli bir R grubu icin, Z grubunun kararlastirici etkisi
arttikca ara radikal kararhligi ve makroradikal reaktifligi artmaktadir. Bir bagka
deyigle zincir transfer basamagindaki denge katilma yodnine dogru
kaymaktadir [Moad ve Kowollik, 2008]. Bununla birlikte R grubunun yapisi
ara radikal kararliligina dolayh olarak katkida bulunur. Ornegin R grubunun
ter-batil grubu yerine fenil grubunun bulunmasi ara radikal kararhligini dGnemli

Olcide katkida bulunur ancak bu durum, yeniden baglama basamaginin
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gecikmesine ve sonugcta polimerlesme hizinin digmesine ve/veya belirli bir
inhibisyon siresinin olmasina yol acabilir. Goruldigu gibi R ve Z gruplari

¢cogu zaman antagonistik bir etki gosterir [Favier ve Charreyre, 2006].

Biiyiiyen makroradikal kararhihg:

Yy

Z grubunun kararlastinici etkisi
o

Y

Sekil 3.4. Z grubunun kararlastirici etkisinin buyidyen makroradikal kararliligi
ve ara radikal kararlligi Gizerine etkisi [Moad ve Kowollik, 2008].

RAFT polimerlesmesinde kullanilan ajanlarin etkinligi R ve Z gruplarinin
yapisi ile birlikte monomerin yapisini da direkt olarak bagldir. Kullanilan
monomer ile 6zellikle ajaninin R grubunun yapisi birbirine benzer oldugunda
polimerlesmenin kontrolli olma 6zelligi daha belirgin hale gelir [Li ve ark.,
2005; Perrier ve ark, 2004; Bang ve ark, 2006]. Sekil 3.5'de bazi monomerler
ile ajanin R ve Z grubu arasindaki iligki verilmektedir. Sekil incelendiginde
metakrilat tlrevlerini polimerlestirmede kullanilan ajanlarin akrilat ve stirenik
monomerlerin  polimerlesmesinde kullanilabilir. Bununla birlikte akrilat
turevlerini  polimerlesmesinde kullanilan her ajanin  metakrilat tlrevi
monomerlerin polimerlesmesinde kullanilamamaktadir. Ayrica vinil asetat
(VAc) ve N-vinil pirolidon (NVP) gibi etkinligi dusik monomerlerin
polimerlesmesinde ditiyoester ya da tritiyokarbonat tlrl ajan yerine ksantat
ya da ditiyokarbamat turevi ajanlar kullanilabilir [Chiefari ve ark., 2003;Moad
ve ark., 2000].
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Sekil 3.5. Monomer tiriine gére R ve Z gruplarinin secilmesi. Z grubu igin
soldan saga dogru katilma hizi azalirken, ayrilma hizi artar. R
grubu i¢in soldan saga dogru ayrilma hizi azalir [Moad ve ark.,
2005].

3.1.2. RAFT yonteminde kullanilan monomerler

RAFT polimerlesmesinde anyonik, katyonik, nétral ve i¢c tuz (zwettironik)
monomerler kendilerine uygun RAFT ajanlari ile uygun kosullarda kontrolli
bir sekilde polimerlestirilebilir.

3.1.3. ideal RAFT polimerle smesini etkileyen deneysel ko sullar
Polimerlesmede kullanilacak olan monomer ve RAFT ajan yapilarinin yani
sira ideal RAFT polimerlesmesinin gerceklesmesinde bir ¢ok deneysel

parametre rol oynamaktadir.

Sicakh@in etkisi

Sicakligin artmasi ile birlikte polimerlesme ortaminda bulunan radikallerin
reaktifliklerinin artmasina ve dolayisiyla polimerlesme hizinin artmasina
sebep olmaktadir. Bununla birlikte, sicakhk artigi radikalik reaksiyonlarin
seciciliginin digsmesine ve tum transfer reaksiyonlarinin (aktivasyon enerjisi
yuksek olanlar dahil) gerceklesmesine sebep olmaktadir [Roos ve ark.,

2000]. RAFT polimerlesmesi dikkate alindiginda sicakhgin artmasi, ayriima
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reaksiyonlarinin daha baskin olmasina sebep olmaktadir [Colombani ve ark.,
1999]. Ara radikallerin kararli oldugu durumlarda, sicaklik artigi inhibisyon
suresinin dismesine ya da hic olmamasina ve heterojenlik indeksi daha

dusuk polimerlerin olusmasini saglar [Favier ve ark., 2004].

Basincin etkisi

Genel olarak, yiuksek basin¢ polimerlesme hizini artirir. Artan basincla
birlikte  aktif  makro-radikallerin ~ blyumesi  hizlanirken,  sonlanma
reaksiyonlarinin hizi diger [Odian, 1995]. RAFT polimerlesmesi dikkate
alindiginda katilma reaksiyonlarinin  hizi basingla artarken, ayrilima
reaksiyonlarinin hizi basingla diser [Arita ve ark., 2004]. Gunumuzde,
normal atmosferik basing altinda polimerlesmeyen monomerler yuksek
basin¢ altinda RAFT yontemi ile polimerlegtiriimektedir [Rzayev ve ark.,
2002].

Baslatici tiri

RAFT  polimerlesmesinde  kullanilan  baglaticilar, serbest radikal
polimerlesmede kullanilan baslaticilar ile aynidir. RAFT polimerlesmesinde
termal baglaticilar (AIBN gibi) ve peroksitler (benzoik peroksit gibi)
kullanilabilir. Bununla birlikte UV ya da y-radyasyonu ile polimerlesme
baglatilabilir [Quinn ve ark., 2002; Hong ve ark., 2001].

RAFT ajani ve baslatici molar orani

Ajan ve baslatici arasindaki molar oran polimerlesme kinetigi, mol kutlesi ve
dagilimi agisindan 6nemlidir. Ortamda bulunan ajan derigsimi her zaman
baglatici derisiminden fazla olmalidir. Boylece, baglaticinin bozunmasi ile
olusan radikal derisimi ajan derisiminden diustk olacak ve bunun sonucunda
polimerlesmenin RAFT mekanizmasina gore gerceklesmesi saglanacaktir
[Favier ve ark., 2004]. Ancak bu oranin ¢ok yiksek olmasi durumunda ara
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radikallerin karsilikli birleserek sonlanmasina yol acabilir [Kowollik ve ark.,
2001; Schilli ve ark., 2002].

3.1.4. RAFT yontemi ile elde edilen polimerlerde u¢  grup donu sumleri

RAFT polimerlesmesi sonrasinda elde edilen polimerlerde u¢ grup olarak
tiyokarboniltiyol gruplari bulunur. Elde edilen polimerlerin uygulamalarda
amaca yonelik kullanilabilmesi icin uygun ug¢ grup fonksiyonelliginin olmasi
istenir. Ozellikle tiyokarboniltiyol gruplarinin birincil aminlerle reaksiyona girip
sulfidril gruplarina doénusmesi sentez sonrasinda polimerlerin ikincil
modifikasyona imkan vermesi bir avantaj iken protein immobilizasyon
calismalarinda bu 6zellik bir dezavantajdir [Moad ve ark., 2005; Zengin ve
ark., 2013]. Tiyokarboniltiyol gruplarinin toksik 6zelliginin olmasi, fluoresans
malzemeleri sonumlendirme 6zelliginin olmasi elde edilen polimerlerin
biyomedikal alanlarda kullanimini kisitlamaktadir [Farinha ve ark., 2007;
Chen ve ark., 2002]. Bununla birlikte polimerlerin kullanilan RAFT ajaninin
yapisina bagl olarak renkli olmasi (ditiyoester iceren ajanlar igin pembe renk,
tritiyokarbonat iceren ajanlar icin sari renkli polimerler elde edilir), zamanla
tiyokarboniltiyol gruplarinin bozulmasi sonucu oldukca kéti kokulu yan
artnlerin elde edilmesi gibi dezavantajlari vardir. Tim bu 6zellikler nedeniyle
RAFT polimerlesmesi sonunda elde edilen polimerlerin kullanilacak olan
uygulama alanina gbre uc¢ grup donusumleri yapimalidir. Bu
dezavantajlarinin yani sira gerceklestirilecek olan uygun donusumler
sayesinde iki farkli kontrolli polimerlesme yontemi 6rnegin, RAFT-ATRP
[Chen ve ark., 2000], RAFT-NMP [Ao ve ark., 2007] birlestirilerek blok
kopolimer sentezi gerceklestirilebilir. Sekil 3.6 da polimerlesme sonrasinda
gerceklestiriien u¢ grup donusumleri ile bazi ikincil modifikasyonlar

gosterilmektedir.
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Sekil 3.6. Cesitli u¢ grup donusumlerinin gosterimi [Moad ve ark., 2010].

blok kopolimerler

3.1.5. RAFT yontemi ile yizey modifikasyonlari

RAFT polimerlesmesi ile ylizey modifikasyonu genel polimer firgca hazirlama
tekniklerinde oldugu gibi “ylizeye asilama” ve “ylizeyden asilama” olarak iki
farli  yontemle hazirlanabilir.  Ylzeye asilama yonteminde RAFT
polimerlesmesi yapildiktan sonra polimerin u¢ gruplarindaki R ve Z grubunda
bulunan fonksiyonel gruplar sayesinde belirli bir ylizeye kovalent baglanmasi
saglanabilir. Ornegin, RAFT polimerlesmesi gerceklestirildikten sonra ug
grupta bulunan tiyokarboniltiyol gruplarinin, ortamda bulunan bir gecis metal
kompleksi varliginda (NayPtCls.6H,O, NazRhClg) indirgenmesi ile hem metal
nanoparcaciklar hem de sulfidril u¢ gruba sahip polimerler elde edilir. Daha
sonra bu polimerlerin metal nanoparcaciklara baglanmasi ile yizeye asilama
tamamlanmis olur (Sekil 3.7). Bu yontem yiizeyden asilama yonteminin tim
dezavantajlarini icermekle birlikte, polimerlerin mol kitlesi ve asilama
kosullari degistirilerek farkli asilama yogunluklarina sahip polimer tabakasi

hazirlanabilir.
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Sekil 3.7. RAFT polimerlesmesi ile ylizeye asllama yéntemi [Lowe ve ark.,
2002].

Yuzeyde baglatilan RAFT polimerlestirme yonteminde ya baslatici ya da
RAFT ajani yuzeye kovalent baglanarak iki sekilde gerceklestirilebilir.
Serbest radikal polimerlestirmede kullanilan baslatici ylizeye kovalent
baglandiktan sonra ylzey monomer, serbest baslatici, RAFT ajani iceren
cOzeltiye daldirnlarak polimerlestirme gerceklestirilir. Bu ydntem 06zellikle
kullanilan RAFT ajaninin yitizeye kovalent baglanmasini saglayacak uygun
bir fonksiyonel grup icermediginde tercih edilen bir yontemdir (Sekil 3.8a).
Diger yontemde ise yuzey ilk 6nce RAFT ajaninda bulunan fonksiyonel gruba
uygun bir fonksiyonel grup ile modifiye edilir ve daha sonra RAFT ajani
yluzeye kovalent baglanir. RAFT ajan modifiye edilmis ylzeyler monomer,
baglatici ve serbest RAFT ajani kullanilarak polimerlestirme gerceklestirilir
(Sekil 3.8b). Her iki durumda da yuksek yogunluga ve homojen dagilmig

polimer firgalarin elde edilmesine imkan verir.
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Sekil 3.8. (a) Baglaticinin yluzeye kovalent baglanmasi ve ardindan RAFT
polimerlesmesi [Zhai ve ark., 2004], (b) RAFT ajaninin yuzeye
kovalent baglanmasi ve ardindan RAFT polimerlesmesi [Gurbuz
ve ark., 2011].

Yuzeyden asilama yonteminde, RAFT ajaninin R ve Z grubundan baglanma
sekline gore iki farkli yaklagsim vardir (Sekil 3.9). R grubu yaklasiminda RAFT
ajani yuzeye R grubundan baglanir ve yiizey polimerlesmede rol alan biyuk
bir grup olarak davranir. Boylelikle buytyen makroradikaller ylizeyde u¢ grup

olarak kalir ve yapisina monomer ilave etmeye devam ederek buyimeyi
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surdarar. Z grubu yaklasiminda ise RAFT ajani yilizeye Z grubundan
baglanir. Bu yaklagimda makroradikaller her zaman ¢ozelti icersinde olugur
ve daha sonra ylzeylere zincir transfer reaksiyonlari ile baglanir. Bu agidan
bakildiginda Z grubu yaklagimi “ylzeye asiima” yontemine benzemektedir.
Dolayisiyla, Z grubu yaklasimi ile yluzeyde baslatilan polimerlesmelerdeki
asilama yogunlulugu R grubu yaklagsimina gore daha dusuktir.

R grup yaklagimi
S

y Z Tersinir aktivasyon

P

n

Z grup yaklasimi

o Tersinir aktivasyon
Z = = P, M

S—P,

Sekil 3.9. Yluzeyde baslatilan RAFT polimerlesmesinde R ve Z grup
yaklasimlarinin sematik gosterimi [Li ve ark., 2008].

3.2. Tersinir Zincir Transfer Katalizli Polimerle  sme (Reversible Chain

Catalyzed Transfer Polymerization, RCTP)

Yasayan radikal polimerlesme yontemleri, distk heterojenlik indeksine sahip
polimerlerin sentezi icin yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Temel olarak
yasayan polimerlesme yontemleri sondmlenmis turlerin  (Polimer-X) ile
yasayan Polimere turlere donusuminid saglayan tersinir aktivasyonuna
dayanir (Sekil 3.10). Mol kitlesinin ve heterojenlik indeksinin iyi bir sekilde
kontrolii icin cok sayida aktivasyon-deaktivasyon c¢evriminin olmasi
gerekmektedir [Fukuda ve ark., 2004; Goto ve ark., 2004; Fischer ve ark.,
2001].
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Son zamanlarda bazi kalay, germanyum, fosfor ve azot bilesikleri tersinir
aktivasyon icin katalizor olarak kullanilmasiyla yeni tir yagsayan polimerlesme
yontemi gelistirilmistir [Goto ve ark., 2006; Goto ve ark., 2007; Goto ve ark.,
2007]. Bu bilesiklerin tersinir sekilde isleyen aktivator olarak kullaniimasi yeni
bir aktivasyon-deaktivasyon mekanizmasinin da ortaya c¢ikmasini
saglamistir.

(a) Tersinir aktivasyon (genel goésterim)

. kaktivasyon . .
Polimer-X —<—= PohmeQ Kpiiyiime
kdeaktivasyon (+ monomer)

(b) Ayrilma-Birlesme (AB)

kayrllma .

Polimer-X Polimer® + X

birlesme

(c) Dejeneratif (yer degistirme) zincir transferi (DT)

kex
Polimer-X + Polimer'® =———= Polimer®* + X-Polimer'

eXx

(d) Atom transfer (AT)

kaktivasyon

Polimer-X + A Polimer® + XA (A = gegis metal kompleksi)

kdeaktivasyon

(e) Tersinir zincir transfer (RT)

ka ktivasyon

Polimer-X + A. Polimer* 4+ XA

kdeaktivasyon

(X =iyot ve XA = Gely, Pl;, N-iodoslksinimit)

Sekil 3.10. Tersinir aktivasyonun sematik gosterimi (b,c ve d) ve RCTP
yontemindeki tersinir aktivasyon mekanizmasinin gésterimi
[Goto ve ark., 2008].

Bircok yasayan polimerlesme yontemi mekanistik agidan ¢ ana sinifa ayrilir:
Ayrilma-birlesme (AB), dejenaratif zincir transfer (DT) ve atom transfer (AT)

mekanizmalardir.
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AB mekanizmasinda, Polimer-X tirler termal olarak ya da fotokimyasal
olarak Polimere radikali ile ortamda kararli bir sekilde durabilen X radikali
(olusan bu radikal ortamdaki diger radikaller ile degil sadece ve sadece aktif
blyuyen polimer zinciri ile reaksiyon olusturmasi istenir) olusturulur. Bu tar
kararl radikal olugsturarak ayrilma-birlesme mekanizmasini kusursuzca
yuruten radikallere 6rnek olarak (2,2,6,6-tetrametilpiperidinil-1-oksi) ve (N-ter
butil-1-dietilfosfono-2,2-dimetilpropil nitroksit) gibi azot-oksit bilesikler érnek
olarak verilebilir [Georges ve ark., 1993; Benoit ve ark., 2000]. Bu kararli
radikal bilesiklerin kullaniimasi ile yapilan polimerlesme yontemine ise
azotoksit vasitali polimerlesme (NMP) denir.

DT mekanizmasinda aktif olarak buiytiyen Polimer's makroradikalin Polimer-X
Olu tarlerine atak yapmasi ile baglar. Bunun sonucunda aktif olan Polimere
radikali ile Polimer-X 6lu turleri olusur. Gérildugi gibi bu mekanizma X
turinin yer degistirme reaksiyonudur. Bu mekanizmaya uyan iki tdr
polimerlesme yontemi vardir : (1) Emidlsiyon polimerlesmesinde siklikla
kullanilan ve polimerin mol kitlesi kontroli saglamada etkin olan iyot vasitali
polimerlesme  [Matyjaszewski ve ark.,, 1995], ve (2) RAFT

polimerlesmesindeki zincir dengesi basamagi dejenaratif transferi igerir.

AT basamaginda ise bir metal gecis kompleksi (genelde bakir kompleksleri)
ile 6lu tirde bulunan X grubunu (genelde klor ya da brom) kopararak aktif
olarak blyumeye hazir Polimere radikaline dondgsturir. Bu mekanizma atom

transfer radikal polimerlesmesinin (ATRP) temelini olusturur.

RT mekanizmasinda ise ortamda serbest radikal polimerlesme baslaticisi
(benzoil peroksit, azobis isobdtironitril gibi), monomer, deaktivatér (Gels,Pl;
ve N-iyodosuksinimit gibi) ve diustuk mol katleli alkil iyodurler (1-feniletil, PE-I
iyodur gibi) kullanilir. Serbest radikal baglaticisi ile olugturulan aktif uclu
makroradikaller ilk olarak deaktivatorler ile reaksiyona girerek Polimer-I 6lu
thrlerini  olusturur. Ornegdin deaktivator olarak Gels kullanildiginda bu

reaksiyon sonucunda Gelze radikalini olusturur ki bu radikal daha sonra
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aktivator olarak gorev yapar. Gelse radikali ortamda bulunan dusik mol katleli
alkil iyodurden iyot atomunu etkili bir sekilde koparir bunun sonucunda PE-
radikali ya da Polimere radikali olusur. Daha sonra bu radikal sayesinde

tersinir aktivasyon-deaktivasyon baslatiimis olur.

RCTP yontemi literatirde c¢ok yeni olmasi nedeniyle bu polimerlesme
hakkinda bilgiler oldukca kisithdir. RCTP yoénteminde en dénemli basamak
kullanilacak olan deaktivatér (bir baska deyigle katalizor ya da zincir transfer
ajani) secimidir. Yapilan calismalar sonucunda sitirenik monomerler icin
Gels, R,PH (C=0) gibi bilegikler kontrolii saglamada en iyi deaktivatorlerdir.
Metakrilat(amit) tart monomerler icin Gely, tolil-Gels, Pls, N-iyodosuksinimit
deaktivatorleri kontrolii saglamada en etkili bilesiklerdir [Wolpers ve ark.,
2011].

RCTP yontemi ile hazirlanan polimerlerin u¢ grubunda iyot atomu
bulundugundan bu polimerlesme ydntemi ile ortama yeniden deaktivator, alkil
iyodur ve monomer ilavesi ile kopolimer sentezi de gerceklestirilebilir [Goto
ve ark., 2008].
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4. RAMAN VE YUZEYDE GUCLEND IRILMIS RAMAN SACILMALARI
4.1. Raman Sacilmasi

Belirli bir dalga boyundaki monokromatik i1sin demeti seffaf bir ortamdan
gecirildiginde 1sin demetinin gelis acisina baglh olarak c¢esitli acilarla her yéne
sacllirlar. Sacilan bu isinlar arasinda ¢ok az da olsa monokromatik 1sin
demetinin dalga boyundan daha kicik ya da daha biuyik dalga boylarinda
Isinlar da bulunur. Gelen i1sin demetinin dalga boyundan farkli isinlarin varhgi
ve sacilan iginlarin ortamda bulunan maddeye goére degistigi ilk defa 1921
yilinda Hintli fizikgi Chandrasekhara Venkata Raman tarafindan kesfedilmis
ve yaptigl sistematik calismalar neticesinde 1930 yilinda kendisine Nobel

odula verilmigtir [Raman ve Krishnan, 1921].

Raman spektroskopisi lazerlerin kesfine kadar kimyacilar tarafindan pek
ragbet gormemistir. Clnkd, lazerler kesfedilmeden dnce Raman spektrumlari
cok zayif oluyor ve bunlardan yararlanmak pek kolay olmuyordu. Ayrica,
Raman spektroskopisinde kullanilan monokromatik 1sin demetinin madde
icerisinde ya da ortamda bulunan safsizliklarla fluoresans olayi meydana
getirmesiydi. Bu olumsuzluklar lazerlerin kesfinden sonra blyuk 6lctude
ortadan kaldiriimigtir. Cunku, eskiden Raman spektroskopisinde kisa dalga
boylu 1sinlar (civa buhari gibi) kullanilirken gintimuizde infrared 1ginlar bile
kullaniimaktadir (infrared 1ginlari maddede fluoresans veya fosforesans olayi
meydana getirmez). Buna ilave olarak Fourier dondsimli Raman

spektrokopisi cihazlari da kullanilabilmektedir [GUndiz, 2004].

Gunumizde Raman spektroskopisinde 1sin kaynagi olarak infrared ya da
gorundr bolge monokromatik 1sin  kaynaklari  kullaniimaktadir. Analizi
yapilacak olan madde uzerine monokromatik 1sin demeti yollandiginda
madde tarafindan sacilan isinlar gonderilen 1sin demetine 90°'lik acilya ¢ok
yakin bir aclyla spektrometreyle incelenmektedir. Sacgilma ile olusan bu 1sin
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demetine Raman iginlari denilmektedir. Raman iginlarinin giddeti genel
olarak gelen isin siddetinden 10° kat daha diisuiktir [Bubert ve Jenett, 2002].

4.1.1. Raman sacilmasini olu sturan gegi sler

Raman spektroskopisinde kullanilan monokromatik i1sin kaynagr madde ile
etkilestiginde Rayleigh ve Raman olarak adlandinlan temelde iki farkli
saclima turt ortay cikar [Ru ve Etchegoin, 2009]. Rayleigh turl saciimada
gelen 1sin demeti molekdl ile etkilestiginde temel elektronik hal seviyesinde
bulunan elektronun temel elektronik seviye ile en digsuk uyarilmig enerji
seviyesi arasinda sanal bir titresim enerji diizeyine cikar ve kisa bir tutulma
anindan sonra tekrar temel elektronik hal seviyesine doner (Sekil 4.1).
Sekilden de anlasilacagi tzere Rayleigh sacilmasinda herhangi bir enerji
kaybi yoktur. Bir bagka deyigle gelen isin ile molekul arasindaki ¢arpisma
esnek bir olaydir. Rayleigh saciimasinin yani sira 1sin demetinin ¢cok kiguk
bir kismi Raman saciimasina da ugrar. Raman saciimasinda ise foton ile
madde etkilestiginde temel elektronik halden ya da temel elektronik hal
titresim seviyesinden uyarilma ile sanal hal bdlgesine bir gecis olur. Bu
asamadan sonra iki durum s6z konusudur: (1) Eger molekiul AE enerji kaybi
ile temel elektronik hale donmuigse Stokes sacilmasi; (2) Eger molekil AE
enerji kazanmis ise anti-Stokes sacilmasi gozlenir. Goruldugu gibi uyariima
ile bir enerji degisimi oldugu i¢in Raman sagilmasi, 1sin demeti ile molekdil
arasinda inelastik bir olay sonrasi meydana gelmektedir. Bunun sonucunda
Raman isinlari Rayleigh i1sinlarindan £ AE kadar farkl olur. Bu enerji farki
temel elektronik 0. titresim enerji duzeyi ile 1. titresim enerji diizeyi arasindaki
enerji farkidir. incelenen molekill ayni zamanda IR aktif ise onun
adsorplayacag! enerji de bu enerji farki kadar olacak ve sonucgta Raman
frekans kaymasiyla infrared absorpsiyon pik frekansinin ayni oldugunu
gOsterir [Glnduz, 2004].
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Sekil 4.1. Rayleigh ve Raman saciimalarinin elektronik diizeyde gdsterimi.

Raman spektroskopisinde yukarida anlatildigi gibi t¢ farkl saciimanin olmasi
bir Raman spektrumunda da ¢ farkl pik elde edilmesi gerekliligini acik bir
sekilde gostermektedir. Monokromatik bir isin ile madde uyarihp Raman
spektrumu alindiginda Sekil 4.2'de gosterildigi gibi ¢ farkh pik ortaya cikar:
Rayleigh 1sin piki, Stokes 1sin piki ve anti-Stokes isin piki [Ru ve Etchegoin,
2009]. Sekilden de anlasilacagi tzere siddet acisindan en fazla olan pik
Rayleigh saciimasina ait olan piktir. Cunku, oda sicakliginda temel hal
elektronik seviyesinden sanal enerjiye uyarildiktan sonra tekrar temel hal
enerji seviyesine donen molekillerin sayisi ¢cok daha fazladir. Spektrum
incelenmeye devam edildiginde anti-Stokes pikleri Stokes piklerinden
oldukca zayiftir. Anti-Stokes sacilmasi i¢in 1sin demeti molekilden enerji
alarak daha dusuk dalga boylu isin demeti haline gelir ancak bu donusumu
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gerceklestiren foton sayisinin ¢cok az olmasi Raman spektrumunda pik
siddetlerinin dusik cikmasina sebep olmaktadir. Pik siddetlerinin yani sira
Rayleigh i1sininin dalga sayisi ile Raman sacilmasinin dalga sayisi arasinda
belirli bir frekans farki vardir ve bu fark Raman kaymasi olarak bilinir. Raman
kaymalarinin diger titresim temelli spektroskopik tekniklerinden farkli olarak
belirli bir matematiksel isareti vardir. Bir baska deyigle bir Raman kaymasi
+100 ise bunun anlami Raman kaymasinin, Rayleigh sacilmasina ait dalga
sayisindan 100 birim kadar buyudk, -100 ise Raman kaymasinin, Rayleigh
saclimasina ait dalga sayisindan 100 birim kadar kiguktir. Bu nedenle bir
Raman spektrumunda Raman kaymasinin isareti “£” dir. Bunun sonucunda
Raman kaymasi pozitif olanlar anti-Stokes kaymalari, negatif olanlar ise

Stokes kaymalari olarak bilinir.

Rayleigh

Stokes

Siddet

k anti-Stokes
1 1 1 MTA;

Raman Kaymasi

Sekil 4.2. Tipik bir Raman spektrumu.

4.1.2. IR ve Raman spektrumlarinin kiyaslanmasi

Raman spektroskopi tipki IR spektroskopisi gibi titresim enerjisi Uzerine
kurulmustur. Raman sacilmasi sirasinda gelen i1sinin dalga boyu ile sacilan
Isininin dalga boyu arasindaki orta infrared bdlgesine dismektedir. Bu
bakimdan her iki teknik benzerlik gosterse de tekniklerin dayandigi temel
olaylar birbirinden oldukg¢a farklidir ve birbirlerinin tamamlayicisi olarak
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dusundlebilir. Raman spektroskopisinin infrared spektroskopisine goére en
onemli avantaji su veya su buharinin herhangi bir zarari olmamasidir. Hatta

bazi durumlarda su ¢6zlcu olarak kullanilabilir [Moldenhauer ve ark., 2005].

Bir Raman spektrumunda g6zlenen enerji kaymalari, onun infrared
absorpsiyon band enerjilerine denk geliyorsa bu titresim sekli hem Raman
aktif hem de IR aktif olarak yorumlanabilir. Sekil 4.3'de iki tip spektrumun
benzerligi gosterilmistir. iki bilesigin birbirine esit dalga sayisinda ve Raman
kaymasi degerlerinde birkag piki vardir. Ancak, her iki spektrumda da
bulunan piklerin bagil buaytkltkleri birbirinden olduk¢a farkhdir, ayrica

spektrumun birinde bulunan bazi pikler diger spektrumda bulunmamaktadir.
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Sekil 4.3. Mesitilen molekuline ait IR ve Raman spektrumlari [Ru, 2009].

Bir maddenin IR aktif olabilmesi icin belirli titresim seklinin dipol momentinde
bir degisiklik olmasi gerekmektedir. Sadece bu gsekilde gelen i1sin molekulle
etkilesir ve onu bir Ust titresim enerji dizeyine cikartir. Bununla birlikte bir
molekilin Raman aktif olabilmesi icin molekulin belirli bir polarizlenebilme

Ozelligine sahip olmasi gerekmektedir. Polarizlenebilme, sac¢ilma olayinda
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bag etrafina yayillmig olan elektronlar, 1sin demetinin dusurilmesi ile ani bir
bozulmaya ugramasi ve bu durumun molekilde ani bir dipol moment
olusturmasi seklinde tanimlanabilir. Daha sonra elektronlar normal haline
donerken bir emisyon s6z konusudur. Bu dénusimlerin olmasi durumunda
molekilin Raman aktif oldugu soylenebilir. Bir molekilde elektron yogunlugu
arttikgca, bag uzunlugu kisaldikgca polarizlenebilme 0zelligi azalmaktadir.
Goruldaga gibi bir molekilin IR ve Raman aktiflikleri birbirinden oldukca
farkhdir. Ornegin, azot, klor, ve hidrojen gibi homoniikleer bir molekilin, ne
denge konumunda, ne de iki ¢ekirdek arasindaki uzakhgini degigtiren bir
gerilme titresimi durumunda, dipol momenti sifirdir ve sonucgta IR aktif
degillerdir. Diger taraftan, boyle bir molekilin iki atomu arasindaki bagin
polarize olabilmesi, gerilme titresimleri ile periyodik olarak, en ylksek
ayriimada bir maksimuma ve en fazla yakinlagsmada bir minimuma ulagarak,
surekli bir faz degisimi gosterir [Larkin, 2011]. Bu titregim seklinin frekansinda
bir Raman kaymasi olusturur. Bu acidan bakildiginda Raman
spektroskopisinin IR spektroskopisine bir diger Ustinlugu ise spektrumda
parmak izi bolgesinin IR spektrumlarinda oldugu gibi karmasik olmamasidir.
Bir bagska deyisle Raman spektrumunda parmak izi bolgesinde elde edilen
pikler keskin olup fonksiyonel gruplar rahatlikla tespit edilebilir. Bu durum
parmak izi bolgesinde ortaya c¢ikan piklerden sorumlu olan titresim modlarina
ait polarizlenebilmenin oldukc¢a yuksek olmasindan kaynaklanmaktadir [Yildiz
ve ark., 1997]. Sekil 4.4'de karbondioksit molekulinin simetrik titresim
boyunca elektron bulutu seklinin degisimi verilmigtir. Sekilden de anlagilacag!
Uzere simetrik titresim sirasinda bag uzunlugunun artmasi bir baska deyisle
elektron bulutunun baglar arasinda yayvanlagsmasi polarizlenebilmeyi
artirirken, buzidlmus konumda yani bag uzunluklari kisaldiginda elektron

bulutunun darlagsmasi polarizlenebilmeyi azaltmaktadir.
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Sekil 4.4. Karbondioksit molekulinin simetrik titresimi esnasindaki elektron
bulutu degisiminin sematik gosterimi [Smith ve Dent, 2005].

Normal Raman spektroskopi (NRS) sulu ortamda calismaya olanak
saglamasina ragmen, dusuk siddet ve hassasiyetle calisiyor olmasi
nedeniyle, zamanla vyerini Rezonans Raman Spektroskopiye (RRS)
birakmistir. RRS, fluoresans girisiminin daha az oldugu spektrumlarin
eldesinde, konjuge aromatik yapilara kargi verdigi cevap ve elde edilen
sinyallerin daha net olmasi bakimindan NR ye go6re oldukga Ustin
bulunmustur [Efrima ve ark., 2009]. Rezonans Raman sacilim olayi, bir
analitin elektronik absorpsiyon pikine oldukca yaklasan dalga boylari ile
uyariimasi sonucu Raman siddetlerinin blyuk 0&lgude guglendigi bir
durumdur. Bu kosul altinda cogu Raman piklerinin siddetleri 10% ile 10° kat
kadar kuvvetlenir. Bunun sonucunda rezonans Raman spektrumlari 10 M’ a
kadar dusurtlebilen analit derisimlerinde kullanilabilir. Bu duyarlihk dizeyi,
cogunlukla 0,2 M'dan daha yukari derigimlerle smirli normal Raman
calismalari ile celigkilidir. Rezonans kuvvetlendirmesi, kromofor ile ilgili
Raman bantlarn ile kisitlanmis oldugundan rezonans Raman spektrumlari
genellikle sadece birka¢ cizgiden olusur. Bunun da 6tesi, rezonans Raman
spektrumlari oldukca secimli olarak elde edilebilirler. Ciinkl uyarma, spesifik
absorpsiyon bantlarina hedeflenebilir [Skoog ve ark., 1998].

Bir diger Raman yodntemi olan yuzeyde guclendiriimis Raman saciimasi
(Surface enhanced Ramanspectroscopy, SERS) ise gelistiriip NR ve
RRSnin  6nune tasinmistir.  Ozellikle mikroorganizma c¢alismalarinda,

tanimlamaya yonelik sonuclarin NR ve RRS ile elde edilebilmesine karsilik,
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bu sonuglarla birlikte G¢ problem hala sitregelmektedir. Bu problemler;
hassasiyet, miktar ve spektral data tzerinde secicilik ile sikisiklik problemleri,
bunlarin disinda bir diger 6nemli husus ise cihazin fiyatidir [Robinson ve ark.,
2000; Safarik ve ark., 1995]. SERS bu problemleri c6zmekte oldukca basarili
bir teknik olup bakteri tanimlanmasinda ve diger calismalarda uygun genel
bir yontem haline gelmistir. Ayrica SERS-aktif substratlarin fluoresansi
sondmlendirmesi 6lcimlerde sinyal/gurdlti oranini da arttirmaktadir. Bu
sekilde elde edilen kuvvetlendirme ile daha hassas oOl¢cimlerin SERS

substratlari ile gergeklestiriimesi mumkun kilinmigtir [Campion ve ark., 1998].
4.2. Yuzeyde Guclendiriimi § Raman Sacilmasi

Yuzeyde guclendiriimis Raman saciimasi ilk olarak 1974 yilinda Fleischman
tarafindan piridin molekulinin sulu g¢ozeltisinden purazlt gimas elektrotlar
Uzerine adsorbe edilmesiyle kesfedilmistir [Fleischman ve ark., 1974]. Bu
calismada, elde edilen saciimanin elektrotun purdzliligi sonucu artan yizey
alanina ve dolayisiyla daha fazla piridin molekuliniin adsorbe olmasi sonucu
olarak guclendiriimis Raman sagiimasinin oldugunu ifade etmiglerdir. Daha
sonra Van Duyne ve Creighton birbirlerinden bagimsiz olarak yaptiklar
calismalarda gucli Raman saciimasinin sadece puruzlu elektrotun yilzey
alanina bagli olmadiklarini géstermiglerdir [Jeanmaire ve Van Duyne, 1977;
Albrecht ve Creighton, 1977]. Yapilan bu calismalarda ylzey alaninin
artmasi sonucu sacillmanin normal Raman sacilmasina gére 10 kat daha
fazla olmasi gerekirken elde edilen sacimanin 10° kat fazla olmasi

saciimanin verimini artiran farkli mekanizmalarin oldugunu géstermektedir.

Yuzeyde giclendiriimis Raman saciimasinin nasil gerceklestigi konusunda
bir cok teorik ve deneysel calismalar yapilmis ancak ginimuizde dahi bu
saciimanin nasil guglendigi konusunda tam bir gorus birligine varilamamistir.
Bununla birlikte elektromagnetik guclendirme ve kimyasal giclendirme
mekanizmalari olarak adlandirilan iki temel mekanizmanin sagilmanin

verimini arttirdigi genel olarak kabul gérmis mekanizmalardir [Kneipp ve



36

ark., 2002; Etchegoin ve ark., 2003; Otto ve ark., 1992]. Bu mekanizmalarda
sacilmanin metal yuzeyi ile adsorbe olan molekullerin elektromagnetik
rezonans tarafindan olusturulan buyutk bir lokal alanin olusmasi ve daha
sonra metal ile adsorbe olan molekullerin elektronik yapilarinin etkilesmesi
sonucu rezonans Raman sirecine benzer elektronik gecislerin olmasina

dayanmaktadir.

4.2.1. Elektromagnetik (EM) gliclendirme mekanizmasi

EM mekanizmasinin anlasilabilmesi icin purtzli ve purlzsiz yilzeyler,
kiresel parcaciklar, metalik nanoparcaciklar ve elipsoid parcaciklar
kullanilarak bir cok deneysel ve teorik calismalar yapilmistir [Etchegoin ve
ark., 2003; Otto ve ark., 1992]. Ozellikle bazi metal parcaciklarin isin demeti
tarafindan indiklenen ytizey plazmon rezonanslarinin etkilesmesi ile yizeye
adsorbe olan molekulin saciimasinin artirdigi noktalar olarak betimlenen “hot

spot” olusum mekanizmasi kabul gérmustur [Etchegoin ve ark., 2003].

Yapilan hesaplamalar sonucunda EM guclendirmenin metalik nanoyapilarin
lokal alanlarinin doérdinct kuvvetiyle dogru orantili olarak degistigini,
glclendirmenin uyarma ve sacllma alanlarinin parcaciklarin  yiizey
plazmonlari ile rezonansa geldiginde sacilmanin guclendigi gozlenmistir. EM
guclendirmenin olmasi igin molekullerin ytzey ile direkt olarak temasta olma
zorunlulugu yoktur ancak molekdl ile ylzey arasindaki mesafe arttikca EM
azalmaktadir. Bu azalis aralarindaki mesafenin 12. kuvvetiyle ters orantilidir
[Kneipp ve ark., 2002]. Diger taraftan EM, iki parcacik arasindaki mesafeye
de baglidir. Cok gicli bir EM olabilmesi icin en ideal durum parcgaciklarin
birbirleriyle direkt olarak temasta olmasidir. Parcaciklar arasindaki mesafenin
artmasi yizey plazmon etkilesimlerinin dismesine sebep olacagindan
Raman sacilma siddetinin de dismesine sebep olacaktir. Parcaciklar
arasindaki mesafe yaklagik olarak caplarinin 2,5 kati oldugunda EM
minumum olmaktadir. izole halde, kiiresel yapidaki gimis ve altin

nanoparcaciklardan elde edilen maksimum EM giiclendirmesi 10°-10’
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arasinda degismektedir [Caceres ve ark., 2013]. Nanoparcaciklar arasindaki
mesafe ornegin iki altin nanopargacigi arasindaki mesafe 1 nm oldugunda
10* gibi giclendirme faktériine sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte
bu parcaciklarin herhangi bir bolgesinde kiresel yapidan sapma oldugunda
bir bagka deyisle yapi cubuk sekline yaklastikca giiclendirme faktorii 10*
degerine ulagmaktadir [Xu ve ark., 2000].

Sekil 4.5de EM mekanizmasinin basit bir sekilde sematik olarak
gosterilmistir. Sekilden de anlasilacagr Uzere gelen 1sin  sayesinde
parcaciklar tarafindan olusturulan ylizey plazmonu, elektrik alan sayesinde
adsorbe olan molekil Gzerine aktarihr ve molekilden sacilan isin ylizey

Uzerine tekrar plazmon olusturur ve bdylelikle sacilma guclendirilir.

Hedef molekiil

h Vgelen

MVsagitan = NVgeten & MViigrogim

Sekil 4.5. EM mekanizmasinin sematik gosterimi.

Ozetle, EM gliclendirme asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir [Kneipp ve ark.,
2002; Aroca, 2006]:

. Plazmon rezonans uyarilmasi izole nanoparcaciklar, topaklagsmis
parcaciklar ya da piriuzli yuzeylerde meydana gelir. Plazmon
rezonans parcacigin ya da purizli ydzeyin tirine, blayukligine ve
sekline baghdir. Bimetalik yapilar, nanokabuk yapilar ve nanotellerde

de EM giclendirme g6zlenebilir.
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. Lokal EM guclendirmeler, molekilin yuzeye kovalent olarak
baglanmasi ile fiziksel adsorpsiyona gore daha bulyuk olur. EM
guglendirme uzun mesafali bir etkilesim ile de gerceklesebilir. Bu
durumda molekul ile pargacik/ylizey arasindaki mesafe en fazla 10 nm

olmalidir.

. EM mekanizmasi genel olarak adsorbe olmus molekulin turinden

bagimsizdir.

Yukarida bahsi gegen 0Ozellikle EM guglendirmenin molekulin tarinden
etkilenmemesi 0zelligi dikkate alindiginda altin ya da giimus nanoparcgaciklar
ile etkilesime giren tum molekillerin EM giclendirme faktorlerinin olmasinin
yani sira bu faktorlerin de birbirine c¢ok yakin olmasi gerekirdi.
Elektrokimyasal olarak yapilan calismalarda guclendirme faktorinin
uygulanan farkli potansiyellerde molekulin yapisinda meydana getirilen
degisikliklerle guclendirme faktorlerinin degistigi ve maksimum 10 gibi
guclendirme faktori elde edildigi gosterilmistir [Li ve ark., 2005]. Bu
calismalar neticesinde saciima veriminin sadece EM mekanizmasi ile
olmadig buna ilaveten “kimyasal glclendirme” mekanizmasinin da rol aldigi

anlasilimistir.

4.2.2. Kimyasal guclendirme (chemical enhancement, CE) mekanizmasi

Kimyasal, eletronik ya da birinci tabaka etkisi olarak adlandirilan mekanizma,
EM mekanizmasinin aksine kisa mesafeli (molekil parcacik yizeyine bagl)
bir etkilesim sonucu olup EM mekanizmasi kadar ayrintili bilinmemektedir
[Campion ve Kambhampati, 1998; Otto ve ark., 1992]. CE mekanizmasini
EM mekanizmasindan ayri tutup tek basina incelemek oldukca zordur.
Cunkii CE mekanizmasinin  toplam  gunlendirmeye katkisi EM
mekanizmasindan 10%-10° kat daha disiiktiir. Ayrica bu iki mekanizmanin
deneysel olarak toplam sacilmaya olan katkisini ayirabilecek bir sistemin

olmamasi CE hakkinda bilgilerin kisith olmasina sebep olmaktadir. Bununla
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birlikte, CE mekanizmasini anlamak hem bilimsel anlamda hem de analitik
uygulamalar agisindan c¢ok onemlidir. Cunki SERS spektrumlarn adsorbe
olan molekll ve cevresi hakkinda 06zellikle molekilin nanoparcaciklarla
etkilesimini, parcacik yuzeyindeki yonlenmesini ve lokal elektrik alanin

polarizasyonu hakkinda bilgiler icerir [Aroca, 2006].

CE mekanizmasi rezonans Raman mekanizmasina benzemektedir. Sekil
4.6’'da bir elektrot yuzeyine adsorbe olmus molekile ait yik transfer
mekanizmasi gosterilmistir. Rezonans Raman sureci, en yuksek dolu molekdl
orbitali (HOMO) ve en dusuk bos molekul orbitali (LUMO) arasindaki yuksek
enerji farkindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte rezonans Raman
saclimasi foton tarafindan baslatilan, metal ile adsorbe olmus molekul
arasindaki yuk transferinden kaynaklanmaktadir. Meydana gelen elektronik
geciglerin, lokal elektron yogunluk halinin dalga fonksiyonu ile cakisma
ihtimalinin ¢ok yuksek oldugu Fermi seviyelerinde oldugu dusunulmektedir
[Campion ve ark.,1998; Vo-Dinh, 1998]. CE mekanizmasi, metal-molekul ikili
sistemi Uzerine dusuruldigunde asagidaki olaylar sonucu olusur [Vo-Dihn,
1998]:

(1) Metal tzerine huy kadar bir foton duguruldiginde, 1sin tarafindan metal

ylzeyinde elektron delik cifti (kopan elektronun olusturdugu bosluk) olusur.

(2) Uyarilma sonucu kopan elektronlar adsorbe olan molekuldeki olasi LUMO
orbitaline gecer ve bunun sonucunda yiuk transferi ile uyariimis elektronik hal

olusur.

(3) Uyariimis elektron hal sonucunda negatif iyon (molekul-elektron) olusur
ve bu iyonun geometrisi baslangictaki molekuliin geometrisinden oldukca
farkhdir. Bunun sonucunda elektron metale geri doner ve adsorbe olan

molekil ¢ekirdegi bu yuk transferi sirasinda durulma hareketi yapar.
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(4) Metale donen elektronlar en basta olusturulan elektron delik ciftine
yerlesir ve bu esnada titregimsel olarak uyariimig notral molekilden husagiian

enerjisinde Raman sacilmasi gozlenir.

A
LUMO
1 ho
. o
hog
Metal Molekl
HOMO
>

Sekil 4.6. CE mekanizmasinda yuk transferinin sematik gosterimi [Tian ve
Ren, 2003].

Her iki mekanizma g6z 6nune alindiginda guclendiriimis Raman saciimasinin

asagidaki 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir [Tian ve Ren, 2003].

. Elde edilecek en az giiclendirme faktorii 10° olmalidir. Bir cok gecis
metali zayif guglendirme faktorlerine sahiptir. Pt, Rh, Ni, Co ve Fe
metallerinin giiclendirme faktorii 10°-10* arasinda degisirken Pd ise

10! guiclendirme faktériine sahiptir.
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. Yuzey puorazlaluga 5-200 nm arahdinda olmahdir. Ayrica yuzeyler
Uzerinde ilave atomlar, ilave atomik kiimelenmeler, basamakli yapida

atomik duzenlenmeler guclendirmeye katkida bulunur.

. Bir ¢cok molekul yizeye kovalent ya da fiziksel olarak baglanabilir
ancak guglendirme faktorleri birbiriden ¢ok farkli olabilir. Bu durum
metal ve molekil arasindaki bag tipi direkt olarak etkiler.

Saciima mekanizmalarinin farkl olmasi sebebiyle normal Raman ve SERS
spektrumlari birbirinden farkh olabilir. SERS spektrumlari band siddetleri
bakimindan normal Raman band siddetlerinden farkhdir. Bununla birlikte,
SERS de molekil-metal etkilesimlerinden dolayr band frekanslarinda ve
genigliklerinde degisiklikler gozlenebilir. Ozellikle kullanilan lazerin dalga
boyuna gore band sekillerinde 6nemli degisiklikler olabilir. Molekul-metal
etkilesimlerinden dolayi secimlilik kurali geregi normal Raman’da gortlmeyen
bantlar SERS de go6zlenebilir [Ayars ve ark., 2000]. Normal Raman
saclimasina gore buyuk degisikliklerin olmasina ragmen SERS spektrumlari
molekdllerin 6zellikle biyomolekullerin “parmak izi” bolgesi hakkinda ¢ok fazla
bilgi vermektedir.

4.2.3. SERS aktif yuzeyler

SERS calismalarinda kullanilacak olan ytzeylerin iyi bir giglendirme
faktorine sahip olmasi, tekrarlanabilirligin yiksek olmasi, kolaylkla
hazirlanabilir ve uzun bir zaman diliminde kararh bir SERS sinyali veriyor
olmasi gibi bazi 6zelliklerinin olmasi gerekmektedir. Bununla birlikte SERS
ylzeyi hazirlamada bagka bir malzeme kalip olarak kullaniliyorsa, bu kalip
malzemenin de inert, mekanik olarak kararli ve SERS inaktif olmasi

gerekmektedir.

SERS aktif yuzeylerin hazirlanmasinda gecis metalleri icin elektrokimyasal

yontemle akim kontrolli ytkseltgenme-indirgenme dondsimi ile metal
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nanotellerin sentezi icin kahp kullanma ve kimyasal daglama (etching)
yontemleridir [Tian ve ark., 2002; Pérez ve ark., 2000]. Daha 6nce de
belirtildigi gibi gecis metallerinin glclendirme faktorleri metal tirtine bagl
olarak maksimum 10* degerindedir. Bu nedenle gecis metalleri ile
gunuimuizde SERS aktif ylizey hazirlamada pek kullaniimamaktadir. Son 20
yil icersinde yukarida bahsi gecen yontemler disinda 6zellikle altin ya da
gumus icerikli SERS yuzeyi hazirlamada bir ¢cok yontem geligtiriimigtir.
Ornegin sol-jel yontemi ile altin nanoparcacik hazirlanmasi [Seitz ve ark.,
2003], sandvi¢ tip nanoparcaciklar [Daniels ve Chumanov, 2005], plazma
guclendirilmis kimyasal buhar kaplama ve fiziksel buhar kaplama teknikleri
kullanilarak Ag@SiO, nanoparcaciklarin hazirlanmasi [Sun ve Grundmeier,
2006], gumuis nanoparcaciklarin fotokimyasal yontem ile ylzeylere
kaplanmasi [Kundu ve ark., 2004], kendiliginden duzenlenen metal
nanoparcacik tek tabakalar [Freeman ve Katherine, 1995], iki boyutlu gumis
filmlerinin hazirlanmasi [Hu ve ark., 2002], tabaka-tabaka yontemi ile metal
nanoparcacik tabakalarin hazirlanmasi [Aroca ve ark., 2005] ile SERS aktif

ylzeyler hazirlanabilir.

ince tabaka kromatografisinde (ITK) kullanilan dolgu maddesinin (genellikle
silika ya da alimina) gumus ile modifiye edilmesi sonucu SERS aktif ylizeyler
hazirlanarak iTK ve SERS teknikleri birlestirilebilir [Szabo ve ark., 1997; Lyon
ve ark., 1998]. Optik fiberlerin u¢ kisminin SERS substrati ile kaplanmasi ile
elde edilen “SERS optik fiber prob”lar sayesinde yeni SERS analiz teknigi de
geligtiriimistir [Stokes ve Von-Dinh, 2000]. En carpici SERS teknigi ise atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) ya da taramali tinelleme mikroskobu (STM)
tekniklerinde kullanilan ignelerin (tip) gumis ya da altin parcaciklar ile
modifiye edilip birka¢ nanometre seviyesinde analit tabakasina yaklagsmasi
sonucu gucli SERS sinyallerin alinmasini saglayan ve igne ile guclendirilmis
Raman spektroskopisi (tip-enhanced Raman spectroscopy, TERS) olarak
bilinen tekniktir [Buchel ve ark., 2001; Mihalcea ve ark., 2001]. Diger bir
carpici ornek ise nanokure lithografi yontemi ile yizeyler Gzerinde duzenli

yapillarda ve birbirlerine oldukgca yakin nanoparcacik desenlerin
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olusturulmasidir. Bu yontem kullanilarak buyik ve kontrolli plazmon
rezonanslari olusturularak daha hassas calisan SERS aktif yuzeyler

hazirlanabilir [Jensen ve ark., 2000; Hillenbrand ve Keilmann, 2001].

Nanoteknoloji alanindaki bu ilerlemelerin yani sira altin ya da gimus igerikli
cesitli sekillerde anizotropik nanoyapilarin  hazirlanmasindaki sentetik
yontemlerin ilerlemesi de SERS aktif ylzeyler hazirlanmasinda buyuk
adimlar atilmistir. Ozellikle cekirdek-kabuk yapisinda, cubuk, ticgen prizma,
kip, piring, dambil yapisindaki parcaciklar rahatlikla sentezlenerek SERS
ylzeyleri hazirlanabilir [Liu ve ark., 2005; Mclellan ve ark., 2007; Wiley ve
ark., 2007]. Farkh yapilardaki bu parcaciklar sayesinde Raman saciima
verimi artirilabilir. Ayrica, saciimanin yakin-IR boélgesine kaydirilarak biyolojik
ortamda (6rnegin canli bir hicrede) SERS analizi gerceklestirilebilir. Zira,
yakin-IR bolgesindeki uyariimalar biyolojik 6rnek incelenmesinde siklikla
kargilagilan fluoresans olayini minimize etmekle birlikte canl hicrenin

Isinlamadan kaynakli zarar gérmesini 6nlemektedir.

4.2.4. Biyolojik uygulamalar

SERS teknigi ile biyolojik molekillerle ¢alisma sirasinda bir takim avantaj ve
dezavantajlari beraberinde getirir. Avantajlari arasindan 6n plana cikan, in
situ  calismalarda sulu  sistemlerde  kullanilabilme  kabiliyetidir.
Dezavantajlarindan biri ise oldukca kuvvetli lazer tarafindan uyarilan 6rnek
dokularinin zarar gérmesidir. Fakat; Raman spektroskopi teknigine uygun
calisabilecek biyolojik o6rnekler icin olduk¢a genis Olgcekte sistemler
geligtiriimis durumdadir [Klar ve ark., 1998]. Polar gruplar; karboniller, aminler
ve amidlerin Raman spektrumlari oldukc¢a zayiftir. Bu Raman spektroskopide
dezavantaj olarak goriinen bir durumdur. Buna ragmen -S-S-, -SH, -CN, -
C=C- ve aromatik halkalar spesifik karakterizasyonlar icin ayirici kuvvetli
bandlar gosterirler. Karbonat ve fosfat gibi diger gruplar da ayrim
saglayabilecek Raman bandlari verirler. Raman ile fiziksel formlardaki

degisiklikleri tespit etmek mamkundur.
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Literatirde gecen c¢ogu calisma kimyasal baglanma, genomikler,
proteomikler, protein etkilesimleri, kati faz sentez calismalari ile DNA, protein
analizi ve hicre calismalarina dayanmaktadir. Ayrica gida ve biyomedikal
alanlarinda yayinlanmis bircok calisma da mevcuttur. SERS’in yaygin bir
teknik olarak kullanildigi alanlara birka¢ 6rnek vermek gerekirse amino asit
kristallerindeki gecigleri [Zhang ve ark., 2000], tek hiicreli bakteriler [Schuster
ve ark., 2000], bakteri sporlari [Alexander ve ark., 2003], mikroorganizmalarin
karakterizasyonu [Sockalingum ve ark., 1999], fungi [Arcangeli ve ark., 2000],
hububat karigimlari [Piot ve ark., 2001], lipozom kompleksleri [Matsi ve ark.,
2000], kuf [Zheng ve ark., 2002], iyi huylu ve koti huylu tiroid dokularinda
meydana gelen olusumlar [Manfait ve ark., 2000] Gizerine ¢alismalar oldukca
yaygindir. Raman saciimasi Uzerine SERS; tip alaninda ve in situ
calismalarda turlerin tayini, kromofor gruba sahip birgok biyolojik molekul ile

calisma uyumlulugu acisindan yararh bir teknik olmustur.
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5. DENEYSEL KISIM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsaminda kullanilan tim kimyasallar Sigma-Aldrich (Steinheim,
Almanya) firmasindan saflik derecesi yuksek olacak sekilde temin edilmis ve
aksi belirtiimedigi sUrece herhangi bir saflastirma iglemi yapiimadan
kullaniimistir. Azobisisobutironitril (AIBN, %98 saflikta) Acros Organic (Geel,
Belcika) firmasindan temin edilmis ve kullaniimadan once iki kez metanolde
kristallendirilmis ve sonra —20 °C’de saklanmistir. 2-((2-metoksietoksi) etil
metakrilat) (MEO,-MA) icerisindeki inhibitdr kolon kromatografisi ile ayriimig
ve saflastiriimis monomerler hemen kullaniimayacaksa —20 °C’de muhafaza
edilmistir. Dimetilformamit (DMF, HPLC safliginda) ise CuSO, Uuzerinde
distile edildikten sonra kullaniimistir. Etiketli ve etiketsiz tim DNA tek
iplikcikleri HPLC safliginda, tuzsuz olacak sekilde Bioneer firmasindan
(Daejeon, Kore) temin edilmigtir. Calisma kapsaminda kullanilan silisyum
yuzeyler (100) oryantasyonunda, 0,5 mm kalinhdinda ve 125 mm capinda
olup Shin-Etsu (Japonya) firmasindan satin alinmigtir. Tum deneylerde ultra

saf su kullaniimistir.

5.2. Silisyum Yulzeylerin Temizlenmesi

Silisyum disk ylUzeyinde kendiliginden duzenlenen tekli tabakalari
hazirlamadan 6nce dogal oksit tabakasi asidik ve bazik yikamalarla aktif
hidroksil gruplarina donasturdlmustir. Bunun igin 1 cm x 1 cm ebatlarinda
kesilmig silisyum diskler ultrasonik banyoda 50 °C'da saf su ile 15 dakika,
daha sonra yine ultrasonik banyoda 50 °C’'da etanol ile 15 dakika organik
Kirliligin uzaklastiriimasi icin yikanmigtir. Yikanan yuzeyler hidroflorik asit
cOzeltisinde 20 saniye bekletiimis ve hemen bu iglemden sonra 1:1:5 (v/v)
(NH,OH:H,0,:H,0) bazik yikama co6zeltisi icerisinde 65 °C’da 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra, yuzeyler ultrasonik banyoda saf su ile tekrar

yikanmistir. Bu islemden sonra, yuzeyler 1:1:5 (v/v) (HCI:H,O2:H,0) asidik
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yikama ¢Ozeltisi igerisinde 65 °C’'da 30 dakika bekletilmigtir. Son olarak

yuzeyler saf su ile yikanmis ve azot gazi ile kurutulmustur.

5.3. Temizlenmi $ Ylzeylerin Organik Molekullerle Modifiye Edilmesi

5.3.1. Amin ug gruplu kendili ginden duzenlenen tek tabakalarinin

hazirlanmasi

Silisyum vyuzeyler Uzerinde aminosilan tek tabakalarini olusturmak igin,
hidroksillenmig ytzeyler, 3-aminopropil trimetoksisilan (APTS)'nin toluen
icerisinde hazirlanmis %1 lik ¢cozeltileri icerisinde cesitli zaman araliklarinda
(0-24 saat) oda sicakhginda bekletilmistir. Cozelti icerisinden alinan silisyum
diskler Gzerinde kimyasal olarak baglanmayan molekulleri uzaklastirmak
amaci ile yuzeyler 15 dakika boyunca ultrasonik banyoda sirasiyla toluen,
toluen/metanol ve metanol ile yikanmistir. Daha sonra yuzeyler azot gazi ile

kurutulmustur.

APTS derisiminin kendiliginden diizenlenmeye olan etkisi hacimce % 0,5-5,0
lik toluen icerisindeki c¢ozeltileri kullanilarak yukarida elde edilen optimum
surede ve oda sicakliginda hidroksillenmis ytzeylerin bu cézeltiler icerisinde
bekletiimesiyle gerceklestiriimistir. Daha sonra yuzeyler 15 dakika boyunca
ultrasonik banyoda sirasiyla toluen, toluen/metanol ve metanol ile yikanmig

ve en son azot gazi ile kurutulmustur.

5.3.2. RAFT ajaninin sentezi

Metakrilat/metakrilamit monomer tirevleri icin olduk¢a uygun bir ajan olan 4-
siyano-4-(dodesil sulfanil tiyokarbonil) sulfanil pentanoik asit (CDSP) tercih
edilmistir. Literatirdeki en genel RAFT ajan sentez yontemlerinin modifiye
edilmesiyle CDSP sentezlenmistir [Thang ve ark., 1999]. Sentez proseduri

asagidaki gibidir:
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n-dodesiltiyol (15,4 g, 76 mmol), 150 mL dietileter icerisinde karigtiriimakta
olan sodyum hidrur (3,15 g, 79 mmol. Ticari NaH mineral yag icerisinde
bulunmaktadir. Sentezde kullanilmadan ©6nce mineral yag kuru
tetrahidrofuran ile uzaklastirildiktan sonra NaH sizilmis ve vakumda
kurutulduktan sonra kullaniimistir) stspansiyonu igerisine 5-10 °C’de on
dakika icerisinde damla damla ilave edilmistir. ilave tamamlandiktan sonra
reaksiyon karisimi 0 °C’ ye kadar sogutulmus ve karbon disulfar (6,0 g, 79
mmol) karisim icerisine 20 dakika boyunca damla damla ilave edilmigtir.
Meydana gelen sari renkli S-dodesil tritiyokarbonat stiztlmus ve herhangi bir

saflastirma yapilmadan bir sonraki adimda kullaniimistir.

Bir 6nceki basamakta elde edilen S-dodesil tritiyokarbonat (14,6 g, 49 mmol)
100 mL dietileter icerisinde suspanse edildikten sonra molekiiler iyot ( 6,3 g,
25 mmol) on dakika araliklarla kismi ilaveler yapilmis ve karisim oda
sicakhginda ve karanlikta 4 saat karistirilmigtir. Bu sire sonunda ¢oken Nal
suzllerek uzaklastiriimis ve elde edilen sari-kahverengi coézeltinden asiri
lyotu uzaklastirmak i¢in sodyum tiyosulfat ¢ozeltisi ile yikanmigtir. Yikama
islemi su ile tekrarlandiktan sonra c¢o6zelti sodyum sdlfat Gzerinde
kurutulmustur. Kurutulan ¢ozeltiden dietil eterin uzaklastiriimasi ile soluk sari
renkli bis (dodesil sulfanil tiyokarbonil)distlfir (BDTD) elde edilmistir (13,4 g,
verim : % 96, erime noktasi : 34-36 °C).

50 mL etil asetat icerisinde bulunan 4,4 - azobis-4-siyanovalerik asit (ACVA;
2,10 g, 75 mmol) ve BDTD (2,77 g 50 mmol) 18 saat boyunca geri sogutucu
altinda kaynatilmigtir. Bu slre sonunda elde edilen c¢o6zeltiden ucgucu
maddelerin vakumda uzaklastiriimasiyla elde edilen kaba Urin su ile
ekstrakte edilmis ve co6zelti sodyum sulfat tzerinde kurutulduktan sonra
etilasetat déner buharlastiricida uzaklastiriimis ve sari renkli 4-siyano-4-
(dodesilsulfaniltiyokarbonil)silfanil pentanoik asit elde edilmistir. Elde edilen
artin iki kez hekzanda kristallendirilmistir.(3,61 g, verim : %86, erime noktasi:
64-68 °C). RAFT ajan sentezi sirasinda izlenen sentetik yol Sekil 5.1'de

sematik olarak verilmistir.
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Sekil 5.1. RAFT ajani sentez basamaklarinin sematik gésterimi.

5.3.3. RAFT ajaninin APTS ba gl ylzeylere kovalent ba glanmasi

Amin sonlu ylzeyler Uzerine RAFT ajaninin kovalent baglanmasi icin ilk
olarak RAFT ajani u¢ grubunda bulunan serbest karboksilik asit grubunun
suksinimit esterine donusturtlerek amin grubuna kargi daha ilgili hale
getirilmistir. Bunun icin 10 mmol CDSP ve 10 mmol N- hidroksistksinimit
(NHS) 20 mL etilasetat icerisinde ¢6zuldikten sonra karisima 10 mmol N,N-
disiklohekzilkarbodiimit (DCC) ilave edilmis ve karisim karanlikta 24 saat
boyunca oda sicakliginda karistirilmigtir. Reaksiyon sonrasinda olugan
beyaz cokelek sizme islemi ile ayriimis ve 10 mL etilasetat ile yikanmistir.
Sari renkli olan stiziintiden ¢ozticinin uzaklastiriimasiyla elde edilen soluk

sart renkli Grin (CDSP-NHS ester) vakumda kurutulmustur. Aktif ester
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grubuna donusturilen CDSP daha sonra APTS bagh ylzeyler Gzerine
kovalent baglanmasi gerceklestirilmigtir.

5 mmol CDSP-NHS 20 mL etilasetat icerisinde c¢otzuldiukten sonra APTS
modifiye silisyum diskler bu ¢ozelti igine konulduktan sonra karanlikta ve 50
°C’de yavas bir sekilde 48 saat boyunca karistiriimistir. Bu sitire sonunda
cOzeltiden alinan diskler sirasiyla etilasetat, diklorometan ve tekrar etilasetat
ile ultrasonik banyoda 5 dakika boyunca yikanmis ve daha sonra azot gazi ile

kurutulmustur.

5.3.4. RAFT polimerle gmesi ile sicakhk duyarlil P(MEO ,-MA) fircalarin

hazirlanmasi

Polimer firca sentezinde polimerlesme hem yizey uzerinde hem c¢ozelti
icerisinde ayni anda gerceklestirilmistir. Bu amac¢ dogrultusunda 150 mmol
MEO,-MA, 1,2 mmol serbest RAFT ajani CDSP ve 0,24 mmol AIBN 35 mL
DMF icerisinde [MEO,-MA]o / [CDSP]o / [AIBN]o = 125/1/0,2 olacak sekilde
cbziinmesi saglanmistir. Daha sonra bu c¢oOzelti yedi adet esit hacimli ve
yuzeylerin manyetik karistiricidan etkilenmesini 6nleyecek ve ortasinda O-
ring bulunan vialler igerisine esit hacimlerde konulmustur. Daha sonra bu
cOzeltiler icerisine RAFT ajani bagh silisyum diskler konularak viallerin agzi
septum ile kapatiimistir. Her bir ¢ozelti su-buz banyosuna daldirimis ve
cOzeltilerden 15 dakika sireyle azot gazi gecirilmistir. Bu stire sonunda
vialler 60 °C deki yag banyosuna daldirilir ve manyetik olarak karigtiriimistir.
Belirli zaman araliklarinda (0,5-12 saat) vialler yag banyosundan alinmig ve
viallerin agzi agilarak hizli bir sekilde sivi azot icerisine daldirilarak
reaksiyonun aniden durmasi saglanmistir. Ornekler oda sicakligina
getirildikten yuzeyler DMF ile ¢ kez 10 dakika sureyle ultrasonik banyoda
yikanarak ytzey Uzerine fiziksel olarak tutunmus monomer, ajan, polimer gibi
molekdillerin uzaklagsmasi saglanmistir. Daha sonra yizeyler azot gazi ile
kurutulmus ve polimer fir¢a icerisine hapsolmus olasi ¢ozictu molekdillerini

uzaklastirabilmek icin ylzeyler 120 °C'da 2 saat boyunca vakumda
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bekletilmistir. Cozeltideki sividan bir miktar alinip *H-NMR karakterizasyonu
icin saklanirken diger kismi soguk dietileter ile ¢okturulmugstir. Coz-¢oktur
islemi ¢ kez tekrarlandiktan sonra elde edilen sari renkli viskoz sivi
vakumda kurutulur ve Buyuklikce Ayirma Kromotografisi (GPC)
karakterizasyonu icin hazir hale getirilir. Co6zeltide olugsan polimerin
karakterizasyonunda ilk olarak 'H-NMR kullanilmis ve her bir zaman
araligina ait % donusumler belirlenmistir. Bunun icin ilk olarak co6zelti
icerisinde bulunan DMF vakumda uzaklastirildiktan sonra CDCI; icerisinde
¢bzinmustar. Monomerin ve polimerin ester grubuna komsu metilen

protonlarinin integrasyon oranlarindan donigiim hesaplanmigtir.

5.3.5. Altin nanoparcaciklarin sentezi

Tohum biyitme ydntemiyle parcacik sentezi

Tohum parcaciklarin hazirlanmasi: 2,5 x 10* M HAuCl, ve 2,5 x 10* M
trisodyum sitrat iceren 20 mL’lik ¢Ozelti igerisine 0,6 mL 0.1M soguk NaBH4
hizli  bir gekilde ilave edilmis ve herhangi bir kanstirma iglemi
gerceklestirimemistir. Cozelti 3 saat oda sicakliginda ve karanhkta

bekletildikten sonra kullaniimistir [Jana ve ark., 2001].

Bilylime ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 200 mL 2,5 x 10* M HAUCI, ¢ozeltisinin
icerisine 6 g kati setiltrimetilamonyum klortr (CTAB) ilave edilmis ve tim kati
cbzininceye kadar sitilmistir. Daha sonra c¢ozelti oda sicakligina

getirildikten sonra stok ¢ozelti olarak kullaniimisgtir.

Tohum buydtme: 7,5 mL stok buyime c¢o6zeltisinin tzerine 50 yL 0,1 M
askorbik asit ilave edilmistir. Olusan seffaf renkli ¢ozelti icersine degisik
oranlarda tohum c¢ozeltisi (1,0 mL; 2,0 mL; 2,5 mL; 5,0 mL) ilave edilmis ve
karigsim 10 s kadar karistirlmigtir. Daha sonra ¢oOzeltiler oda sicakliginda ve
karanlikta 3 saat boyunca bekletilmigtir (tohum c¢oézelti miktari 2,0 mL olmasi

durumunda ileri bir saflastirma yapilmistir. Yapilan saflastirma iglemi
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soyledir: Daha sonra partikiller +4 °C’de bekletilerek tim CTAB
molekdlerinin kristallesmesi saglanmis ve stizme igleminden sonra kristaller
buzlu su ile yikanmistir. Stzinti daha sonra 12500 rpm ve +4 °C de
santrifijlenmis ve daha sonra ayni sicaklik ve rpm’de sirasiyla etanol,
etanol/su ve tekrar su ile santrifijlenerek saflastirma iglemi

gerceklestirilmigtir).

Sitrat indirgeme yontemi

50 mL %0,01 HAuCl, iceren ¢oOzelti kaynama sicakligina kadar isitilmigtir.
Daha sonra bu c¢o6zelti icersine %1’lik trisodyum sitrat ¢ozeltisinden 750 pL
ilave edilmistir. Kaynama 10 dakika daha devam ettiriimis ve ardindan 15
dakika oda sicakliginda karistirlimaya devam edilmigtir. Bu sure sonunda
parcaciklar 6500 rpm de 10 dakika 3 kez santrifijlenerek asiri miktardaki

sitrat iyonlarin uzaklasmasi saglanmistir [Grabar ve ark., 1995].

5.3.6. Polimer firca ba gl yizeylere altin nanopargacik immobilizasyonu

Sentezlenen polimer fircalarin u¢ grubunda dodesil tritiyokarbonat grubu
bulunmaktadir. Altin nanoparcaciklarin bu yltzeylere immobilize edilebilmesi
icin dodesil tritiyokarbonat gruplarinin sulfidril (-SH) gruplarina cevrilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in polimer firca modifiye silisyum diskler 0,1M NaBH4
sulu c¢ozeltisi icerisine konulduktan sonra c¢oOzelti 24 saat boyunca oda
sicakhginda karistirilmistir. Daha sonra yuzeyler bol saf su ile yikandiktan

sonra azot gazi ile kurutulmustur.

Sulfidril u¢c gruplara sahip polimer fircalar Uzerine altin nanoparcaciklar
immobilize edebilmek icin ylzeyler 3,0 mL partiktl ¢cozeltisi icerisinde oda
sicakhginda 24 saat boyunca bekletiimigtir. Daha sonra ytzeyler Uzerinde
fiziksel olarak adsorbe olmus nanoparcaciklari uzaklastirmak icin yizeyler
ultrasonik banyo icinde saf su ile 10 dakika boyunca yikanmis ve ardindan

azot gazi ile kurutulmustur.
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5.3.7. Sicakhk duyarl altin nanopargac 1k esasli polimerik fircalar

tzerine DNA immobilizasyonu ve  hibridizasyonu

Altin nanoparcacik immobilize edilmis silisyum yuzeyler Uzerine ilk olarak 3'-
ucu tiyollenmis ve 5'-metilen mavisi (MB) ile modifiye edilmis prob tek sarmal
DNA (prob-ssDNA,; 3'-SH(CH)3.TAT GGT GTA GTA GGT-MB-5') immobilize
edilmis ve immobilizasyon icin gerekli optimum kosullar SERS ile

belirlenmistir.

prob-ssDNA derisiminin etkisi

Optimum prob-ssDNA derigiminin belirlenmesi amaciyla altin nanoparcacik
immobilize edilmis yuzeyler farkli derigsimlerde prob-ssDNA iceren pH 7,0
fosfat tamponunda oda sicakliginda ve karanhkta 24 saat boyunca
bekletilmistir. Daha sonra yuzeyler lzerinde fiziksel olarak baglanan DNA
iplikciklerinin uzaklastiriimasi icin yizeyler PBS yikama tamponu (10 mM
Na,HPO,/NaH,PO4, 0,3 M NaCl, ve pH = 7,0) ile G¢ kez yikandiktan sonra

azot gazi ile kurutulmustur.

prob-ssDNA immobilizasyon siresinin etkisi

Optimum immobilizasyon suresinin belirlenmesi amaciyla altin nanopargacik
immobilize edilmis yuzeyler yukarida belirlenen optimum derigsimde farkl
zaman araliklarinda oda sicakliginda ve karanlikta farkl sirelerde (0,5-12
saat) bekletilmistir. Ardinda ylUzeyler PBS tamponu ile l¢ kez yikandiktan

sonra azot gazi ile kurutulmustur.

Hibridizasyon calismalari

Prob-ssDNA icin optimum kosullar belirlendikten sonra ylzeyler Uzerinde
hibridizasyon calismalari gerceklestirilmistir. Hibridizasyon islemlerinde

SERS spektrumlarinda spektral girisimlerin olmamasi amaciyla metilen
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mavisi modifiye edilmemis prob-ssDNA kullaniimistir. Hibridizasyon iglemine
gecmeden Once prob-ssDNA baglanmamig altin nanoparcaciklarin yuzeyi ilk
once l1-propantiyol (PT) ile pasifize edilmigtir. Bunun icin yizeyler 2 mM PT
etanol ¢Ozeltisi icerisinde 24 saat boyunca bekletildi ve ardinda sirasiyla
etanol, etanol/su ve su ile U¢ kez yikandi. Daha sonra yluzeyler azot gazi ile
kurutuldu. Daha sonra, prob-ssDNA bagl yizeyler cesitli derisimlerde PBS
hibridizasyon tamponunda (100 mM Na,HPO4/NaH,PO,; 0,75 M NaCl, ve pH
= 7,0) bulunan hedef-ssDNA (5'-ATA CCA CAT CCA TAT AAC TGA AAG
CCA-3") iceren coOzeltiler icerisinde 2 saat boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra hibrittesmemis hedef-DNA iplikciklerini yizeyden
uzaklastirmak icin PBS ylkama tamponu ile yikanmis ve azot gazi ile

kurutulmustur.

Hazirlanan hibrit sistemde Hepatit B hastaliginin teghisinde kullanilabilirligini
ve gelistirilen yontemin hastalik teshisinde hassasiyetini belirleyebilmek icin
sitrat indirgeme yontemi ile sentezlenmis altin nanoparcaciklar 5'- ucu
tiyollenmig ve 3'- indosiyanin yesili (ICG, Raman etiketi) ile modifiye edilmis
etiket-ssDNA (5'-SH(CH,);-TGG CTT TCA GTT ATA-3-ICG) ile modifiye
edilmistir: 1 mL sentezlenmis olan altin nanoparcacik co6zeltisi
santrifijlendikten sonra PBS hibridizasyon tamponu ile yilkanmis ve daha
sonra 10 pM etiket-ssDNA iceren 0,5 mL PBS hibridizasyon tamponunda
dispers edilmis ve karigsim oda sicakliginda 2 saat karistiriimistir. Bu sire
sonunda parcaciklar santrifijlendikten sonra 0,5 mL PBS hibridizasyon
tamponunda bekletilmistir. Daha sonra bu c¢ézeltiden 100 pL ahnip hedef-
ssDNA bagli silisyum yluzeyler Uzerine ylzeyin tamamini kaplayacak sekilde
damlatiimis ve 2 saat oda sicakliginda ve karanlikta hibridizasyonun
gerceklesmesi saglanmistir. Bu sire sonunda silisyum ytuzeyler PBS yikama
tamponu ile yikandiktan sonra azot gazi kurutularak SERS analizine hazir

hale getirilmigtir.
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5.4. Silika Nanoparcgacik-Polimer Firga Hibrit Siste  min Hazirlanmasi

5.4.1. Silika nanoparcaciklarin sentezi ve modifiye  edilmesi

50 mL etanol igerisine 4 mL %29’luk NH4OH konulduktan sonra elde edilen
cozelti 60 °C’de 200 rpm hizinda 30 dakika boyunca karistiriimistir. Daha
sonra bu ¢ozelti icersine 1,5 mL TEOS ilave edildi ve ¢Ozelti bu sicaklikta 24
saat boyunca karistirilmistir. Bu siire sonunda elde edilen viskoz c¢6zelti oda
sicakhgina kadar sogutulmus ve olusan parcgaciklar 9000 rpm’de 30 dakika
boyunca santrifijlenerek parcaciklar saflastirilmig ve en son 50 mL etanol

icerisinde dagitiimistir.

Silika nanoparcaciklar tzerine ilk olarak 3-iyodopropil trimetoksisilan (IPTS)
baglanmistir. IPTS baglamak icin 100 mg silika nanotanecik 50 mL toluen
icinde dispers edildikten sonra 1 mL IPTS ve 100 pL trietil amin (katalizor)
eklenmistir. Daha sonra elde edilen ¢6zelti geri sogutucu altinda, karanlkta
ve azot atmosferinde 8 saat boyunca kaynatiimistir. Bu stire sonunda ¢ozelti
oda sicakligina sogutulmus ve tanecikler 9000 rpm’de 30 dakika boyunca ug¢
kez santrifijlenmis ve her bir santrifij isleminden sonra tanecikler etanol ile
yikanmistir. Daha sonra tanecikler oda sicakliginda ve vakumda bir gece

boyunca kurutulmustur.

5.4.2. Yizeyde ba glatilan RCTP yontemi ile poli(glisidil metakrilat)

fircalarin hazirlanmasi

Silika nanoparcaciklar IPTS ile modifiye edildikten sonra yuizeyde baslatilan
RCTP yontemiyle PGMA polimer fircalar sentezlenmistir. Polimerlesme hem
parcacik yuzeyinde hem de c¢ozelti icerisinde gerceklestiriimistir. Bunun igin
monomer olarak gilisidil metakrilat (GMA), polimerlestirmede sonumlenmis
polimer turlerin olugsmasi i¢in dugsuk mol kutleli alkil iyodur olarak feniletil

iyodur (PE-I), katalizor, aktivator veya zincir transfer ajani olarak adlandirilan
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N-iyodo suksinimit (NIS), polimerlesmede baslatici olarak azobis

izobutironitril AIBN ve ¢6ziclu olarak DMF kullaniimistir.

[GMA]W/[PE-1]o/[AIBN]o[NIS], = 30/0,3/0,1/0,01 olacak sekilde 30 mL DMF
stok c¢Ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu c¢ozelti 6 esit hacimli vialler
icerisine konulmustur. Her bir viale daha sonra 20 mg silika nanopargacik
konulmustur. Her bir vial ultrasonik banyoda 30 dakika boyunca sonike
edilmis ve ayni zamanda sistemden azot gazi gegcirilerek ¢c6zinmus oksijenin
uzaklagmasi saglanmistir. Bu sire sonunda vialler 80 °C’ye isitiimis yag
banyosuna konulmus ve polimerlesme baglatiimistir. Belirli zaman
araliklarinda (1-10 saat) vialler yag banyosundan alinmig ve sistemin agzi
acllarak sivi azot icine daldirilarak polimerlesmenin aniden durmasi
saglanmigtir. Ornekler oda sicakhigina getirildikten sonra ¢ozeltiden bir miktar
alinip 6000 rpm’de 30 dakika boyunca santrij edilmis ve Ust faz olarak kalan
sivi *H-NMR analizi icin hazir hale getirildikten sonra her bir zaman arali§ina
ait % donusumler belirlenmistir. Parcaciklardan ¢ozeltide olusan polimerlerin
uzaklagsmasi icin DMF ile 6 kez yilkanmigtir. Tim yikama c¢ozeltileri
birlestiriimis ve soguk metanol ile ¢dzeltide olusan polimerlerin ¢okmesi
saglandiktan sonra jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) analizi icin hazir hale
getirildi. Elde edilen PGMA kapli silika nanoparcaciklar ise (SiO,@PGMA)

vakumda kurutuldu.

5.5. Fe304 ve Fe3;0,@Ag Nanoparcaciklarin Sentezi

FesO, nanoparcaciklar, Fe(ll) ve Fe (lll) iyonlarinin orani alkali ¢ozelti
icerisinde 0,5 tutularak, bu iyonlarin birlikte ¢okturilmesi ile sentezlenmigtir
[Gupta ve ark., 2005]. 1,28 M FeCl3; ve 0,64 M FeS0O,4.7H,0, 50 mL deiyonize
su icerisinde ¢oOzuldikten sonra demir tuzlari ¢ézinene kadar siddetli bir
sekilde kanstinimistir. Daha sonra elde edilen ¢6zelti icerisine 100 mL 1M
NaOH cozeltisinden 40 dakika boyunca damla damla ilaveler yapiimis ve

karistirma islemine 1 saat devam edilmigstir. NaOH eklenmesiyle olusan
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demir tuzlarinin ileri derecede yukseltgenmesini 6nlemek icin reaksiyon azot

gazi atmosferinde gerceklestirilmigtir.

Elde edilen demir tuzlarn 4000 rpm de 5 dakika boyunca santriftij iglemi (¢
defa tekrar edildikten sonra ¢ozelti icerisine 2M HCIO, ile yikanmis ve azot
atmosferinde 3 saat bekletilerek FezO, parcaciklar elde edilmigtir. Olusan
siyah c¢ozelti 20 dakika boyunca 10000 rpm hizinda santrifljlenerek asiri
miktardaki asitin uzaklasmasi saglanmistir. Olusan demir hidroksit tuzlarinin
kontrolli bir sekilde yukseltgenmesiyle manyetik 0Ozellige sahip demir
parcaciklarn oda kosullarinda sentezlenmistir (Sekil 5.2). Elde edilen
nanoparcaciklarin su icerisindeki kararlihgini artirabilmek icin demir
nanoparcaciklarin etrafi sitrat grubuyla kaplanmistir. Bunun icin bir Gst
asamada olusan parcaciklar ilk 6nce 125 mM sodyum sitrat ¢ozeltisi ile Ug
kez yikanmig ve en son parcaciklar 125 mL 125mM sodyum sitrat ¢ozeltisi

icerisinde dagitiimistir.

pH =11-12 ®
o L) @ Fe30s nanopartikil

: )
sitrat ﬁ ] )
sodyum sitrat

Fe,0, @ sitrat -
374 .
M) F

e30‘1 @ sitrat

kabuk olusumul Ag*

® reo0,@Ag

Sekil 5.2. Parcacik sentezlerinin sematik gosterimi: (a) FesO4 nanoparcaciklar
(b) FesO4@Ag nanoparcaciklar.

Fe3O, nanoparcaciklari sentezinin ardindan manyetik parcaciklar tzerine

sitrat indirgeme yoOntemiyle gimus tabakasi ile kaplanmistir. Yukarida
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sodyum sistrat ¢Ozeltisi icerisinde dispers edilen ¢ozeltiden 1 mL alinip, 0,02
g/L sodyum sitrat iceren 100 mL su igerisine ilavesinin ardindan karigim
ultrasonik banyoda 30 dakika boyunca sonike edilmigtir. Ardindan, karigim
kaynama sicakligina getirilmis ve karisim kaynamaya basladiginda 5 mL
125 mM AgNO; c¢ozeltisi ilave edilmistir. Karisim 15 dakika daha
kaynatildiktan sonra oda sicakligina sogutulmustur. Elde edilen acik turuncu
renkli karisimdan parcaciklar miknatis yardimiyla toplanmis ve dnce su daha
sonra etanol ile U¢ kez yikanmistir. Miknatisla toplanan tanecikler oda
sicakhginda, karanlkta ve vakumda kurutulmustur. Yapilan deneysel islemler
Sekil 5.2'de sematize edilmigtir.

5.6. Sandvi¢ Kompleksin Hazirlanmasi

Manyetik gumis nanoparcaciklar sentezlendikten sonra “sandvic
kompleks”te  bilesen olarak kullanilabilmesi icin  Raman etiketi
(merkaptobenzoik asit) ve anti-CEA ile modifiye edilmigtir. Bunun igin 5 mg
manyetik guimus nanoparcacik, 25 mL etanol icersinde dispers edildikten
sonra ¢oOzelti icersinde 1 mM olacak sekilde 4-merkaptobenzoik asit (MBA)
ilave edildi ve karisim oda sicakliginda ve karanlikta 24 saat boyunca doner
karistiricida karistirilmistir. Bu sire sonunda parcaciklar miknatis yardimiyla
toplandiktan sonra tcer kez sirasiyla etanol, etanol/su, su ve fosfat tamponu
ile (PBS, pH 7,4) yikanmig ve en son 5 mL PBS tamponu icinde dispers
edilmistir. Daha sonra bu karisimdan 1 mL alinmis ve 10 uL 2mg/mL anti-
CEA iceren fosfat tamponu ilave edilmigtir. Elde edilen karisim oda
sicakhginda 1 saat boyunca karistiriimistir. Bu sire sonunda parcgaciklar
miknatis yardimiyla toplanip PBS tamponu ile ¢ kez yikanmigtir. Manyetik
gumus parcacigl Uzerinde kalan bos yerleri doldurmak ve ayrica spesifik
olmayan etkilesimleri engellemek icin karisima 10 pL serum albumin
(agirlikca %2 lik ¢ozeltisi) ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakika boyunca
karistinimistir. Bu sire sonunda parcaciklar miknatis yardimiyla toplanmis ve

1 mL PBS tamponu icerisinde dagitilmistir.
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Manyetik gumis nanoparcaciklar Gzerine anti-CEA baglandiktan sonra
PGMA firca bagh silika nanoparcgaciklar tzerine de ilk olarak anti-CEA
proteini baglanmistir. Bunun icin yukarida anlatilan iglemlerin aynisi
yapilmistir. Anti-CEA kapli silika tanecikler, farkli derisimlerde CEA iceren
cOzeltiler (0-120 ng/mL) icersinde 1 saat bekletildikten sonra parcaciklar
santrifij yardimiyla toplanmig ve PBS tamponu ile yikanmigtir. Ardindan
parcaciklar fosfat tamponu icinde dagitilmistir. Antijen kaph silika
nanoparcacik cozeltisinden 500 pL ve antikor kapli manyetik gumis
nanoparcgacik ¢ozeltisiden 500 pL karistiriimig ve karigim oda sicakhginda 1
saat boyunca doner karigtiricida karistirillmigtir. Elde edilen manyetik sandvi¢
kompleks miknatis yardimiyla toplandiktan sonra PBS ile yikanmis ve elde
edilen kompleks vyapi silisyum disk ylzeyine damlatilarak SERS ile

karakterize edilmigtir.
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6. YUZEYLERIN VE NANOPARCACIKLARIN KARAKTER iZASYONU

6.1. X-lginlari Fotoelektron Spektroskopisi (X-ray Photoelec tron
Spectroscopy, XPS)

Yuzeylerin kimyasal analizi SPEC ESCA (Berlin, Almanya) marka Mg/Al ¢ift
anotlu XPS sistemi ile Mg Ka uyariimasi ( hv = 1245 eV) kullanilarak 10 torr

ultra yuksek vakumda yapilmistir.
6.2. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopi  si

RAFT ajani sentezi sirasinda olusan ara urtnler, RAFT ajaninin ve silika
nanoparcaciklarin yapisal karakterizasyonunda Thermo Nicolet 6700 ATR
(attenuated total reflectance, birlestiriimis toplam yansitmal) aksesuarl FTIR
spektrofotometresi (ATR-FTIR) ile yapilmistir. Silisyum disk ylzeyindeki her
bir modifikasyon sonrasinda meydana gelen yapisal degisiklikler sivi azot ile
sogutulan CdTe dedektérli Thermo Nicolet 6700 Grazing Angle aksesuarli
FTIR (GA-FTIR) spektrofometresi kullaniimistir.

6.3. Elipsometre

Her bir modifikasyon sonrasinda silisyum disk yuzeylerin kalinliklarinda
meydana gelen degisiklikler Elipsometri (T&T) analizi ile belirlenmigtir. 633
nm dalga boyunda lazer kaynagi kullaniimig ve o&lcimler 70°lik acida
alinmistir.  Analiz sirasinda 6lcim  sonuclarinin  alinabilmesi  icin
Si/SiO,/Organik tabaka/hava optik modeli olusturulmustur. Olusturulan bu
modelde kirilma indisleri sirasiyla 3,8650; 1,4605; 1,47; 1,0 olarak alinmistir.
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6.4. Atomik Kuvvet Mikroskobu (Atomic Force Microsc opy, AFM)

Hazirlanan ylizeylerin morfolojileri Park System XE-70 sistemi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Olcuimler yari-kontakt (tapping) mod ile frekans araligi
995-1001 kHz olan silisyum kristal yapisindaki igne sensoérler kullanilarak
gerceklestiriimigtir. Elde edilen géruntuler XEI version 7.1 paket programi ile

analiz edilerek yuzey puruzlaligi (RMS) belirlenmigtir.

6.5. Su Degme Acisi Olgumleri

Degme acisi Olcumleri flags kamera aksesuarli Kriss DSA-100 marka
otomatik ganiometre ile yapilmistir. Su degme acilari oda sicakliginda ve
yuzeylere 5,0 pL su damlatilarak gergeklegtirilmigtir. Su degme agcilari DAS3
paket programi ile otomatik olarak belirlenmistir.

6.6. Fluoresans Mikroskobu

Yuzeyler Uzerinde hibritlesmenin gergeklesip gerceklesmedigi Fluoresans
mikroskobu (Olympus BX51) ile aragtinlmigtir. Olgiimler 100 biyitme ile
yesil filtre kullanilarak karanlikta alinmistir. Sistemde 1sik kaynagi olarak

ksenon lamba kullaniimistir.

6.7. Ylzeyde Guglendiriimi § Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced
Raman Spectroscopy, SERS)

Proje kapsaminda DeltaNu Examiner Raman Mikroskop sistemi (A.B.D.)
kullaniimistir. Mikro-raman sistemi 785 nm lazer ve CCD detektor, optik
sistemlerini icermektedir. Enstriman parametreleri olarak: 20x objektif,
yaklasik 30 um laser spot ¢api, 150 mW laser guct ve 10 saniye 6rnekleme

suresi kullaniimistir.
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6.8. Gegcirimli Elektron Mikroskobu (Transmission El ectron Microscopy,
TEM)

Altin, silika ve manyetik gimis nanoparcaciklarin TEM karakterizasyonunda
120 kV hizlandirici voltaj altinda calisan FEI Tecnai G? Spirit cihazi
kullaniimigtir. Ornekler karbon kapl bakir izgaralar tizerine damlatilip, oda

sicakhginda bir gece boyunca kurutulduktan sonra karakterize edilmistir.

6.9. Titresen Ornek Magnetometresi (Vibrating Sample Magnetome ter,
VSM)

Manyetik nanoparcaciklarin  doygunluk miknatislanma degerleri oda
sicakhi§inda Fiziksel Olgiim Sistemleri (PPMS, Quantum Design) kullanilarak
karakterize edilmigtir.

6.10. Jel Gecirgenlik Kromatografisi (Gel Permeatio  n Chromatography,
GPC)

Cozelti ortaminda sentezlenen polimerlerin mol kitleleri ve mol kuitlesi
dagilimlari 0,5x10° — 5,16x10* g/mol polistiren (Shodex) standartlar
kullanillarak GPC ile dlculmustur (Waters, Breeze). GPC olgumleri Waters
R410 Differansiyel Refraktif indeks dedektdr ve ikili HPLC pompa sistemi
kullanilarak Styragel kolonlarda THF ¢o6zlcl sisteminde, 1,0 mL/dakika akis
hizinda, 25 °C’de gerceklestirilmistir. Mol kitleleri Universal Kalibrasyon

yontemi ile belirlenmistir.
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7. SONUC VE TARTISMA

7.1. RAFT Ajaninin Karakterizasyonu

RAFT polimerlesme yonteminin temeli serbest radikal polimerlesme
yontemine dayanir. Bir baska deyisle RAFT yonteminin serbest radikal
polimerlesme ekipmanlari ile calismasi sonucu polimerlestirme yapilirken
RAFT ajaninin dogru secilmesi kontrolii saglamada en 6nemli basamaktir.
Literatirde birgok RAFT ajaninin bulunmasi ile birlikte her RAFT ajani her
monomer ile kullanilamamaktadir. Genel bir deyisle, metakrilat/metakrilamit
tirevi monomerlerini polimerlestirmede kullanilan RAFT ajani akrilat/akrilamit
tirevi monomerleri polimerlestirmede kullanilabilir ancak akrilat/akrilamit
monomerlerinin polimerlegtirmede kullanilan ajanlar ile
metakrilat/metakrilamit monomerlerini polimerlestirmede kullanilamaz. Bunun
en 6nemli sebebi RAFT polimerlesmesinde ara radikal kararlliginin ajan

yapisi ile birlikte monomerin yapisina da direkt olarak bagl olmasindandir.

Bu calismada RAFT ajani olarak metakrilat/metakrilamit monomerler igin
uygun olan CDSP tercih edilmistir. CDSP karakterizasyonundan once izole
edilebilen ve yiksek verimde elde edilen ara Urlnlerinden biri olan bis
(dodesil sulfanil tiyokarbonil)disulfir (BDTD)'un yapisal karakterizasyonu

gerceklestirilmigtir.

7.1.1. BDTD'nin yapisal karakterizasyonu

ATR-FTIR analizi: Sentez ortamindan kolaylikla izole edilebilen ve yuksek
verimle olusan BDTD’nin ilk olarak ATR-FTIR analizi gerceklestirilmistir. Sekil
7.1’de BDTDye ait ATR-FTIR spektrumu gorulmektedir. Spektrumdan da
goruldigu gibi 2951 cm™ deki bant metil grubundaki —C-H asimetrik gerilme
titresimine karsilik gelen bant, 2916 ve 2848 cm™ de bulunan bantlar metilen

grubunda bulunan —C-H asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerine karsilk
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gelen bantlar bulunmaktadir. 1063 cm™ de yer alan bant —C=S grubundaki —

C-S gerilmesine ait banttir.
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Sekil 7.1. BDTD’nin ATR-FTIR spektrumu.

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) Analizi: Sekil 7.2’de BDTD'ye ait ‘H-NMR
spektrumu verilmis ve elde edilen kimyasal kaymalar ve bu kaymalara

karsilik gelen protonlar agagida aciklanmistir.

0= 0,90 ppm de bulunan Ucli pik zincir uclarinda bulunan alifatik —CHg

grubundaki hidrojenlere aittir (6H).

6= 1,30 ppm de bulunan genis birli pik —CH, grubundaki hidrojenlere aittir.
(36H).

0= 1,71 ppm de bulunan ¢oklu pikler metil grubuna komsu —CH, grubundaki
hidrojenlere aittir (4H).

0= 3,31 ppm de bulunan Ug¢li pikler —CH,S grubundaki hidrojenlere ait
piklerdir (4H).
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Sekil 7.2. BDTD ye ait *H-NMR spektrumu.

7.1.2. CDSP’nin yapisal karakterizasyonu

ATR-FTIR Analizii BDTD'nin yapisal karakterizasyonu ile yuksek saflikta
sentezlendigi anlasildiktan sonra BDTD ve ACVA arasinda meydana gelen
radikalik reaksiyondan yararlanilarak CDSP sentezi gerceklestirilmigtir.
BDTD’nin karakterizasyonunda oldugu gibi ilk olarak ATR-FTIR analizi
yapilmis ve sonucta elde edilen spektrum $ekil 7.3'de verilmistir.
Spektrumdan da géruldigii gibi 3300-3020 cm™ araliginda gériilen bant —
COOH grubuna, 1708 cm™ goriilen bant —COOH grubundaki C=0O grubuna
ait banttir. 2954 cm™ de goérillen bant metil grubundaki —C-H asimetrik
gerilme titresimine karsilik gelen bant, 2917 ve 2850 cm™ de bulunan bantlar
metilen grubunda bulunan —C-H asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerine
karsilik gelen bantlar bulunmaktadir. 2243 cm™ de gozlenen bant —CN

grubuna ait olup 1064 cm-1 g6zlenen bant C=S grubuna aittir.
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Sekil 7.3. CDSP’ye ait ATR-FTIR spektrumu.

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) Analizi: Sekil 7.4'de CDSP'ye ait ‘H-NMR
spektrumu verilmis ve elde edilen kimyasal kaymalar ve bu kaymalara
karsilik gelen protonlar agagida aciklanmistir.

0= 0,90 ppm de bulunan Utclu pik alifatik zincir grubunda bulunan —CHg
grubundaki hidrojenlere aittir (3H).

0= 1,30 ppm de bulunan genis birli pik alifatik zincir grubundaki —CH,
gruplarindaki hidrojenlere aittir (18H).

0= 1,71 ppm de bulunan c¢oklu pik alifatik zincirdeki metil grubuna komsu —
CH; grubundaki hidrojenlere aittir (2H).

0= 1,90 ppm de bulunan birli pik valerik asit grubundaki —CHj3 grubundaki
hidrojenlere aittir (3H).

0= 2,30-2,80 ppm arasinda bulunan coklu pik asit grubuna komsu —CH,CH
grubundaki hidrojenlere aittir (4H).
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0= 3,38 ppm de bulunan t¢li pik —CH,S grubundaki hidrojenlere aittir (2H).
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Sekil 7.4. CDSP'ye ait *H-NMR spektrumu.

13C-NMR (CDCl3, 300 MHz) Analizi : CDSP'ye ait *C-NMR spektrumu Sekil
7.5'de verilmigtir. Spektrumdan da goruldugu gibi 6= 216,79 ppm de gorilen
-C=S grubundaki, 6= 176,85 ppm de gorilen -COOH grubundaki, 6= 118,88
ppm de gorulen pik -CN grubundaki = 46,21 ppm de gortlen pik —CH3-C-
CN grubundaki karbon, 6= 37,10 ppm de —CH,S grubundaki, 8= 33,51 ppm
de gorulen pik —-CH,CH,COOH grubundaki, 6= 22,68 ppm de gortlen pik —
CH3-C(S)-CN grubundaki, &= 28,92 ppm de goérilen pik —CH,CH,COOH
grubundaki ve &= 14,11 ppm de gorulen pik alifatik zincir ucundaki —CHs
grubundaki karbon atomlarina aittir. Yapida bulunan diger metilen gruplarin
kimyasal kayma degerleri 8= 31,91; 29,61; 29,53; 29,45; 29,41; 29,33; 29,06;
28,98; 27,66; 24,86 ppm olarak bulunmustur.
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Sekil 7.5. CDSP'ye ait **C-NMR spektrumu.

CDSP’nin Kutle Spektrumu: CDSP’ye ait kitle spektrumu Sekil 7.6'da
verilmigtir.  Bilesigin kiitle spektrumunda [M+H]" piki 404,1749 da
gozlenmistir. Teorik molekdl kitlesi ise 403,1752 olarak belirlenmistir.
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Sekil 7.6. CDSP’ye ait LC-MS spekturumu.

Yapilan tim yapisal karakterizasyonu sonucu RAFT ajani olarak kullanilacak

olan CDPS’nin yuksek saflikta sentezlendigi anlagiimistir.
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7.2. Silisyum Disk Yuzeylerinde APTS Molekilunin Ke  ndili ginden
Duzenlenen Tek Tabakalarinin Olu sumu

Belirli bilesenlerin basit ve dizensiz bir yapidan daha dizenli, karmasik ve
belirli bir fonksiyona sahip bir yapi olugturmasi olarak tanimlanabilecek olan
kendiliginden dizenlenme kavrami dogada kusursuz bir sekilde islemektedir.
Yasayan canli bir hicre kendiliginden dizenlenme kutiphanesi gibi
dusunilebilir. Buna en c¢arpici 6rnek iki farkli DNA sarmalinin hidrojen baglari
ile bir araya gelip belirli bir fonksiyona sahip DNA c¢ift sarmalin olusmasi
verilebilir. Diger bir 6rnek ise multi-enzim komplekslerinin olugsmasidir. Bu
olusumun ilk basamaginda alt birimleri olusturacak olan enzimler molekl ici
kendiliginden duzenlenme ile katlanarak hidrofobik aminoasit yan gruplari
merkeze dogru, hidrofilik aminoasit yan gruplar ise disariya dogru yonelerek
bir katlanma iglemi gerceklestirilir. Daha sonra bu alt birimler molekuller arasi
kendiliginden dizenlenme ile bir araya gelerek multi-enzim kompleksini

olustururlar [Zhang ve ark., 2002].

Bilesenlerin bagimsiz olduklarinda gdsterdikleri fonksiyonlarin kendiliginden
dizenlenme sonucu bir st yaplya gecerek daha farkli ve daha iyi 6zellikler
sahip oldugunun anlasilmasi sonucu bilim adamlarn kendiliginden
diizenlenmeden esinlenmig ve “kendiliginden duzenlenen tek tabakalar”
adinda sistemler olusturmuslardir. Kendiliginden dizenlenen tek tabakalar
olusumuna ilk 6rnek Langmuir-Blodgett film teknigi verilebilir. Bu teknikte
amfifilik molekullerin hava-su ara yuzeyinde dizenlenmesi saglandiktan
sonra bu duzenlenmig yapinin bir ytuzeye dogru sikistirilmasi ile tekli
tabakalar elde edilir [Knokler ve ark., 1999]. Bu teknik ile olusturulan
tabakalarin ytzeylere hidrojen bagi, van der Waals kuvvetleri gibi kovalent
olmayan etkilesimler ile ytzeylere bagh olmasi tek tabakalarin kararhliginin
dusuk olmasina neden olmaktadir. Ginumuzde hala kullanilan bu yontemin
diger bir dezevantaji ise biyosensor uygulamalarinda 06zellikle protein
adsorpsiyonu calismalarinda proteinin tersiyer yapisinin ¢ok kolay bir sekilde

bozularak denatire olmasina ve sonucta sensérin dusuk hassasiyette
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calismasina neden olmaktadir [Owaku ve ark., 1995]. Bu ydntemin
geligtiriimesinin ardindan 1983 yilinda Nuzzo ve Allara’nin altin yuzeyi
Uzerinde dialkildistlfurlerin  kendiliginden dizenlenmesi sonucu hemen
hemen kristalin yapilar olusturdugunu géstermiglerdir [Nuzzo ve Allara,1983].
Altin yizeyinde olusturulan tekli tabakalarin uzun zaman kararli olmasina
ragmen yiuksek sicakliklarda ytizeyden molekillerin desorbe olmasi bu
yontemle hazirlanan yizeylerin kullanim alanini kisitlamaktadir [Yamada ve
ark., 2000].

Kendiliginden dizenlenen tekli tabaka hazirlanmasinda siklikla kullanilan
diger yuzeyler ise metal oksit ylzeylerdir. Bu yuzeyler (zerinde
diizenlenmeye ugrayacak molekdllerin genel olarak R,SiX@.ny formiline
sahip olup iki farkl fonksiyonel grup iceren organosilan molekulleridir. Burada
R hidrolize dayanikh bir grup olup hazirlanan ylzeylerin fonksiyonelliginden
sorumludur. X ise kolayca hidroliz olabilen ve molekil yuzeyler Uzerine
baglanmasindan sorumludur. Bu tip molekdllerin  silisyum yizeyine
kendiliginden duzenlenmesi dort adimda gercgeklesir: (1) Yuzeyler tzerinde
bulunan oksit tabakasinin cesitli temizleme yontemleri ile —OH gruplarina
cevrildikten sonra bu gruplarin hidrofilik olmasindan kaynaklanan yuzeyler
Uzerinde birka¢ tabaka kalinhginda su molekdlleri bulunur. Organosilanda
bulunan X grubu eger metoksi/etoksi grubu ise metanol/etanol c¢ikisi ile X
grubu eger klor atomu ise HCI cikisi ile hidroliz olarak Si(OH); grubuna
donusdarler, (2) Hidroliz olan bu gruplar yilizeye daha da yaklasirlar, (3)
Organosilan molekilindeki hidroksil grubu ile ylzey Uzerindeki hidroksil
gruplari arasinda ilk reaksiyon gerceklesir ve organosilan molekulleri ylizeye
kovalent baglanmig olur, (4) Kovalent baglanmis olan silan molekiilleri
arasinda kondensasyon reaksiyonu gercekleserek polisiloksan ag o6rgusu
olusur ve silan molekdllerinin silisyum disk yiizeyine kovalent baglanmasi

tamamlanmis olur [Tillman ve ark., 1988].

Yukarida anlatilan mekanizma organosilan  molekillerin  ylzeyde

kendiliginden dizenlenmesine en klasik yaklasim olup mekanizma (zerine
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calismalar guinimizde devam  etmektedir. Mekanizmanin  tam
aydinlatimamis olmasinin sebebi bu tip molekillerin yilzeyler tzerinde
kendiliginden dizenlenmesini etkileyen bir cok parametrenin olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin organosilan molekiliindeki hidrolize olabilen
grup sayisl, organosilan molekdlinin sekil, baytklik ve kimyasal yapisi,
yluzey Uzerinde adsorbe olmus su miktar, ¢cozicu taru, yuzey gerilimi,
geometrik yapisl, organosilani ¢ézme kapasitesi, adsorbe olmus suyu
ekstrakte guici ve ucuculugu, organosilan molekulinin derisimi, sicaklik,
cOzelti yasi, adsorpsiyon suresi ve ylzeyde olusturulan hidroksil gruplarinin
sayisi gibi bir cok parametre dogrudan ya da dolayl olarak kendiliginden

dizenlenme sirecini etkilemektedir [Netzer ve ark., 1983].

Organosilan  molekullerinin  silisyum  ylizey Uzerinde kendiliginden
dizenlenme sonucu olusacak olan tekli ya da ¢oklu tabaka yuzeylerin tim
fizikokimyasal 6zelliklerini degistireceginden ve bu tabaka olusumunun
yeknesak olmamasindan dolayr calisma kapsaminda kendiliginden
diizenlenecek olan APTS molekilu igin diger tim kosullar sabit tutularak
sadece sire ve derigim etkisi arastirilmigtir. Sekil 7.7’de APTS molekulinin

silisyum disk ylizeyinde tek tabaka olusturmasi sematik olarak gosterilmistir.

OH

oH__ APTS %l/\/\NHZ
“25C2h 'C,2h

OH

Si-OH Si-APTS

Sekil 7.7. Silisyum disk yuzeyinde APTS tek tabaka olusumunun sematik
gOsterimi.

APTS molekulinun silisyum ylzeylere baglanmasi saglamak igin ilk 6énce
silisyum vyizeyinde bulunan organik Kirlilikler asidik ve bazik yikamalarla
ylzey Uzerinden temizlenmis ve yilzeyler Uzerinde hidroksil gruplarinin
olusmasi saglanmistir. Hidroksillenmig ytzeylerin morfoloji AFM analizi ile
karakterize edilmigtir. Sekil 7.8'de gorualdugu gibi temizlenmis yuzeyler
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oldukga puriizsuz olup yuzey puruazliliginin bir 6lgist olan RMS degeri ise
0,22 nm dir. YlUzeylerin su degme acisi ise yaklasik 13° bulunmustur.
Goruldaga gibi hidroksillenmis yuzeyler oldukca hidrofilik 6zellige sahiptir.
Bunun en onemli sebebi aktiflestirilen silisyum yuzeyinde kirliliklerin
kalmamasi ve yiizeyde cok sayida hidroksil grubunun olugsmasi seklinde
yorumlanabilir. Literatlirde hidroksillenmig yizeylerin su degme agi degerleri
farkhlik gostermektedir. Silisyum ylzeyinde yapilan bir calismada temiz
silisyum yizeylerin su degme acilarini 0° olarak bulmuslardir [Cras ve ark.,
1999].
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Sekil 7.8. Hidroksillenmis silisyum diskerin 2D, 3D AFM gdrundtleri ile
yukseklik dagihm ve su degme acisi goruntdleri.

Yang ve arkadaglarinin vyaptiklari calismada aktiflestiriimis silisyum
yluzeylerin su degme acisini 5° olarak bulmuslardir [Yang ve ark., 2008].
Wang ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada hidroksillenmis silisyum ytzeyin
su degme acisini 20° olarak bulmusglardir [Wang ve ark., 2005]. Genel olarak
hidroksillenmig silisyum yiizeyin su degme acisinin yuzeyin hidrofilikliginden
dolay! 20° den az olmasi gerekmektedir [Kulkarni ve ark., 2005]. Silisyum
disk ylzeyine APTS baglanmadan ©Once yuzey kalinhgr elipsometre ile
karakterize edilmis ve 2,1 nm olarak bulunmustur. Elipsometrik olgimler

Si/SiO,/organik tabaka/hava elipsometrik modeli kullanilarak
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gerceklestiriimigtir. Olusturulan model igerisinde yuzey puriazlalugu dikkate
alinmamistir. Bu nedenle bu calisma kapsaminda elde edilen kalinhk
degerleri kesin kalinhk degil etkin kalinlik olarak dutsuntlmelidir. Bu
dogrultuda silisyum ytzeylerin yiksek kalinhk degerine sahip olmasi optik
modelde yer almayan puruzlilikten dolayl ve/veya analiz sirasinda ylzeye
adsorbe olan atmosferik kirliliklerden kaynaklanmis olabilir.

Silisyum disk Uzerinde aminosilan tek tabakalarini olusturmak icin,
hidroksillenmig ylUzeyler, APTS'nin toluende hazirlanmig %1 lik ¢ozeltileri
icerisinde cesitli zaman araliklarinda (0-24 saat) oda sicakliginda
bekletilmistir. Cozelti icerisinden alinan silisyum yizeyler lzerinde kimyasal
olarak baglanmayan molekilleri uzaklastirmak amaci ile yuzeyler 15 dakika
boyunca ultrasonik banyoda sirasiyla toluen, toluen/metanol ve metanol ile
yikanmistir. Daha sonra yuzeyler azot gazi ile kurutulmustur. $ekil 7.9a’ da
silisyum disklerin APTS c¢ozeltisi icerisinde bekletme siresine karsilik su
degme aclari ve APTS tabaka kalinliklarinin degisimi goérulmektedir.
Bekletme siresinin atmasi ile birlikte hem su degme acilar hem de tabaka
kalinhklarinda artis meydana gelmigtir. Bekletme suresi 2 saat oldugunda
tabaka kalinhdi 1,13 + 0,35 nm iken ytzeylerin su degme acisI 32,2 = 0,3°
olarak bulunmustur. Bekletme siresi 24 saat oldugunda bu dederler sirasiyla
6,4 £ 0,57 nm ve 61,7 £ 1,32° olarak degismektedir. APTS molekulinin
teorik olarak hesaplanan molekuler uzunlugu yaklasik 1 nm dir ve su degme
acilari genellikle 22-68° arasinda degismektedir [Denise ve ark., 1999]. Buna
gore ilk 2 saat sonunda APTS molekullu silisyum disk ylzeyinde tek tabaka
seklinde filmler olustururken bekletme suresinin artmasi ile APTS molekuli
coklu tabaka olusturacak sekilde diizenlenmektedir.

Sekil 7.9b’ de bekletme siresine karsilik RMS degerlerinin  degisimi
gorulmektedir. Bekletme suresi 2 saatten digik oldugunda 6rnegin bekletme
suresi 1 saat oldugunda AFM goruntusinden de anlagilacagi Uzere ylzeyin

blyuk bir bolimi silisyumdan olusmaktadir.
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Sekil 7.9. Bekletme siresine karsilik (a) Su degme acisi ve tabaka
kalinhginin degisimi, (b) RMS degerinin degisimi (grafik icinde
gorilen resimler 5 um x 5 ym alanin AFM gorunttleri, z sakala : 10
nm).

Bu asamadaki yiuzeyin RMS degeri ise 0,56 nm dir. Bekletme siresi 2
saatten fazla oldugunda 6rnegin 24 saatlik sdresinin sonunda AFM
goruntistiinden de anlasilacagl Uzere ylzey Uzerinde nano-kiimelenmeler
bulunmaktadir. Bu kiimelenmeler sonucu yilizeyin RMS degeri 1,71 nm gibi
yuksek bir degere ulasmaktadir. Bu kimelenmelerin nedeni aminosilan
molekiliniin coklu tabakalar seklinde film olusturdugunun da kanitidir. Su
degme aclilari, tabaka kalinhklari ve ytzey morfolojileri dikkate alindiginda 2

saatlik stirenin optimum bekletme suresi oldugu anlagiimaktadir.

Kendiliginden dizenlenme surecini etkileyen diger énemli bir parametre de
organosilan derigimidir. Derigsimin optimum miktarda olmamasi durumunda
hem ylzeyde hem c¢ozelti icersinde oligomerlesme meydana gelir. Bunun
sonucunda yuzey lzerinde tek tabaka olusumu yerine ytzey Uzerinde ¢oklu
tabaka olusumu meydana gelerek homojen olmayan yiginlasmalar olur ve
boylece olusacak film ozelliklerinde ©6nemli 6lciide degisiklikler olur. Bu
yiginlasmalarin olmasinin en énemli sebebi yiizeyler Gizerine adsorbe olmus
su miktarinin yizey Uzerine yaklasan silan molekullerinden fazla olmasi
sonucu yluzeyde Uzerinde reaksiyona girmeden kalan su c¢ozelti icerisinde
oligomerlesmeye yol acar [Luzinov ve ark., 2000]. Bunun yani sira ¢ozeltide

optimum miktardan daha fazla silan molekuli bulunmasi ise yiizey tzerinde
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tekli ve coklu tabaka olusumuna neden olarak hem duzenli yapilarin hem de
duzensiz yapilarin birlikte bulunmasina yol agacaktir [Demirel ve ark., 2007].

APTS derisiminin kendiliginden diizenlenmeye olan etkisi hacimce % 0,5-5,0
lik toluen icerisindeki c¢oOzeltileri kullanilarak yukarida elde edilen optimum
surede ve oda sicakhginda silisyum disklerin bu c¢Ozeltiler igerisinde
bekletiimesiyle gerceklestiriimigtir. Sekil 7.10a’da APTS derisimine karsilik su
degme acilarn ve tabaka kalinliklarinin degdisimi gosterilmektedir. Derisimin
%21’in altinda olmasi durumunda 6rnegin %0,5 lik derisimde ytzey kalinligi
0,65 + 0,2 nm iken su degme agisi 28 £+ 1,1° dir. Derisim arttikca hem su
degme acilari hem de yilzey kalinliklarinda artis vardir. Derisim %21 iken bu
degerler sirasiyla 34 £ 1,3°; 1,21 £ 0,4 nm ve derisim %5 oldugunda sirasiyla
62 +1,2° ve 4,98 £ 0,5 nm degerine ulagsmaktadir. Goraldugu gibi derisim %
1 oldugunda APTS molekilu tek tabakal film, derigsim ¢ok ytksek oldugunda
cok tabakal (yaklasik 5 tabaka) film olusturmaktadir. Sekil 7.10b’de yilzey
RMS degerlerinin zamanla dedisimi ve AFM goruntileri bulunmaktadir.
Sekilden de goruldagu gibi derisim ile birlikte RMS degerleri artmaktadir.
Derisim %1 den dusuk oldugunda RMS degeri diigtik olmakla birlikte (RMS =
0,65 nm) dusik yuzey kaplamasina, derisim %5 oldugunda ytiksek yilzey
kaplamasina sahiptir ancak ylzey Uzerinde vyiginlasmalar meydana
geldiginden molekuler dizenlilik minimum durumdadir. Bu yiginlagsmalar
ylzey Uzerinde dizensizlige sebep oldugunda RMS degeri 1,78 nm degerine
ulasmigtir. Su degme acilari, tabaka kalinliklari ve RMS degerleri dikkate
alindiginda 2 saatlik bekletme slrenin optimum stre ve %1 lik APTS

derigiminin optimum derigim oldugu anlasiimaktadir.
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Sekil 7.10. APTS derisimine karsilik, (a) Su degme acisi ve tabaka
kalinhginin degisimi, (b) RMS degerinin degisimi (grafik icinde
gorilen resimler 5 um x 5 ym alanin AFM gdortntileri, z skala:
10 nm).

Sekil 7.11’de APTS molekuliniin %1 lik derisim ve 2 saatlik bekletme siresi
sonunda elde edilen yizeyin morfolojisi ile su degme acilari goérintusi

bulunmaktadir.
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Sekil 7.11. Bekletme siresinin 2 saat ve derisimin hacimce %1 oldugu
durumdaki 2D, 3D AFM gorintileri ile yukseklik dagilim ve su
degme acisi goruntileri.

Sekil 7.11'deki 2D ve 3D AFM gdruntilerine bakildiginda yizeyin morfolojisi
hidroksillenmig yilizeyin morfolojisinden oldukga farkhidir. APTS molekilu
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yuzey Uzerinde olduk¢ca homojen dagiimis olup herhangi bir kiimelenme
meydana gelmemistir. Bunun sonucunda RMS degeri 0,88 nm dir. Yukseklik
dagilim egdrisinden de anlagilacagl tzere silisyum disk yuzeyinin buydk bir

bolimi homojen olarak APTS ile kaplanmigtir.

7.3. APTS Sonlu Yiizeyler Uzerine RAFT Ajani CDSP’ni n Kovalent

Baglanmasi

Amin sonlu ylzeyler Uzerine RAFT ajaninin kovalent baglanmasi icin ilk
olarak RAFT ajani u¢ grubunda bulunan serbest karboksilik asit grubunun
suksinimit esterine (CDSP-NHS) donustirulerek amin grubuna karsi daha
ilgili hale getirilmigtir. Elde edilen aktif ester sayesinde CDSP-NHS ile amin
gruplari arasinda tipik amitlesme reaksiyonu sonucu CDSP silisyum disk
yuzeylere kovalent olarak baglanmis olur. CDSP’nin silisyum yuzeyine

kovalent olarak baglanmasi Sekil 7.12’de sematik olarak gosterilmigstir.

(o}

%Si/\/\NHZ CDSP-NHS 5 (%Si/\/\Nk/xs\n/S_cﬂHH
48 h, 50 °C O H NG s
Si-APTS Si-CDSP

Sekil 7.12. CDSP’nin amin sonlu ytzeylere kovalent olarak baglanmasi.

CDSP bagh yuzeylerin morfolojisi AFM ile karakterize edilmistir. Sekil
7.13'den de gorulebilecegi gibi CDSP bagl silisyum disklerin morfolojisi
APTS bagl silisyum disklerin ytizey morfolojisinden oldukca farklidir (Bknz
Sekil 7.11). CDSP molekdulleri tizerine ¢ok az miktarda kiimelenme olmakla
birlikte homojen olarak dagildigi soylenebilir. Silisyum disk yilizeyinde
olusturulan APTS-CDSP ikil tabakadan oturt yuzey puruzlaluga, RMS = 1,24
nm olarak belirlenmistir. Su degme acisi ise yaklasik olarak 104° gibi bir
degerle hidrofobik 6zellik kazanmistir. Ylzeydeki molekullerin yénelmesinin
tayininde de siklikla kullanilan su degme acisi olcimleri sayesinde yilizeydeki
molekilun istiflenmesi hakkindan da kaba bir bilgi elde edilebilir. CDSP’nin
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yapisinda bulunan ve ytzeyde ug¢ grup olarak kalan uzun alkil zinciri ve bu
zincirlerin sik istiflenmesinden dolay! yilizey oldukc¢a hidrofobik bir hale
gelmigtir. En kaba yorumla su degme acisi 6lcimi CDSP’nin silisyum disk

ylzeyine baglandigi sdylenebilir.
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Sekil 7.13. CDSP bagh silisyum disklerin 2D, 3D AFM goruntileri ile
yukseklik dagihm ve su degme agisi goruntuleri.

APTS ve CDSP modifiye silisyum disklerin yapisal karakterizasyonu GA-
FTIR ile kimyasal bilesim analizi XPS ile karakterize edilmistir. Sekil 7.14’'de
APTS ve CDSP modifiye edilmis silisyum disklerin yiizeyden alinan GA-FTIR
spektrumlari gérillmektedir. Sekil 7.14b’den de gériildugi gibi 2920 cm™ ve
2850 cm™ de metilen grubuna ait asimetrik ve simetrik titresim bantlari
gorulmektedir. APTS modifiye ylzeylerde u¢ grup olarak bulunan NH;
grubuna ait bant titresimi, dusik sinyal/guraltt oranindan 6tard tayin
edilememigtir. Bu durum amin sonlu yizeyler igin literattirde siklikla rastlanan
bir durumdur [Wang ve ark., 2005]. CDSP ile modifiye edilmis silisyum
disklerin GA-FTIR spektrumunda (Sekil 7.14c) metilen gruplarinin asimetrik
ve simetrik gerilmelerine ilaveten 2246 cm™ ‘de —CN grubunun, 1648 cm™ ve
1552 cm™de amit | ile amit Il baglarinin ve 1064 cm™de —C=S baginin
titresim bantlar gorilmektedir. GA-FTIR sonuclarindan da anlagilacagi tizere

APTS ve CDSP silisyum disk ytzeyleri Gzerine kovalent olarak baglanmistir.
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Sekil 7.14. Silisyum disklerin GA-FTIR spektrumlari, (a) Temiz silisyum,
(b) APTS modiye silisyum, (c) CDSP modifiye silisyum ytizey.

XPS sayesinde kati yuzeyler tzerine hazirlanan kendiliginden dizenlenen
tekli ve coklu tabakalarin kimyasal bilesimi hakkinda bilgiler elde edilebilir.
Her bir elementin her bir elektronuna ait baglanma enerjilerinin belirli olmasi
ve bu enerjilerin kimyasal ¢cevre ile degismesi sonucu ylzeye kovalent olarak
baglanmis atomlarin hakkinda 6nemli bilgiler verir. Temiz (hidroksillenmig
silisyum), APTS ve CDSP bagh silisyum disklerin XPS spektrumlari Sekil
7.15'de gosterilmistir. Hazirlanan silisyum disklerin  XPS spektrumlari
incelendiginde temizlenmis, APTS bagli ve CDSP bagli ylzeyler icin OKVV
Auger elektronlari disinda 534 eV de O 1s, 285 eV'de Cls ve 152 eV'de Si
2s pikleri gortulmektedir. APTS bagh silisyum yiizeylerde 400 eV’'de gbzlenen
N 1s piki ve CDSP bagli silisyum disklerde 165 eV’'de g6zlenen S 2p pikleri
APTS ve CDSP’nin ylzeyler lzerine kovalent olarak baglandiginin en acik
kanitidir [Gurbuz ve ark., 2011]. Temiz silisyum disklerde gozlenen O 1s piki
Islak asindirma sonrasinda yiizeyde olugsan oksit tabakasindan
kaynaklanmaktadir. Cok diustik miktarda gozlenen C 1s piki ise ylizey tzerine
atmosferik safsizliklarin adsorplanmasindan kaynaklanmaktadir. Literatiirde
temiz silisyum disklerin atmosferik safsizliklari adsorplayabilecegi cesitli
calismalar ile gosterilmigtir [Yuan ve ark., 1997; Satyanarayana ve ark.,
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2005]. Ayrica bu durum temiz silisyum disklerin elipsometrik kalinhginin 2,1
nm gibi yuksek bir deger ¢cikmasinin ayri bir agiklamasidir.
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Sekil 7.15. (A) Temiz silisyum, (B) APTS modifiye ve (C) CDSP modiye
silisyum disklerin XPS spektrumlari.

XPS teknigi kullanilarak yilizeye kovalent bagli bulunan molekullerdeki
atomlarin bagil miktarlar hakkinda bilgi elde edilebilir (Sekil 7.16). Toplam C
icerigi %34 olmakla birlikte APTS bagh yuzeylerde 285 eV de C-C/C-H ve
287 eV de C-N olmak uzere iki farkli kimyasal ¢evreye sahip karbon atomu
bulunmaktadir. APTS molekulinin silisyum disk vyuzeylere kovalent
baglandiginin en agik kaniti olan N atomu toplam bagil olarak %13,7 icerige
sahip biri 399,9 eV de C-N digeri 401,3 eV de NH'; olmak (izere iki farkl
kimyasal cevreye sahiptir. APTS molekiliinde bulunan amin grubu ylzeyde
bulunan silanol gruplariyla asit-baz tepkimesine girerek yilizeyden proton
koparma guctne sahiptir. Bu nedenle ylzeyde ug¢ grup olarak hem amin
grubu hem de amonyum grubu bulunmaktadir. Atomik hassasiyet faktorleri

ve pik alanlari kullanilarak yapilan hesaplamalarda yuzeyde bulunan azot
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atomunun %64'4 NH; grubu, %36’si NH"; seklindedir. Bu oranlar literatiirle
uyum icerisindedir [Zhang ve ark., 2004]. Ayrica teorik C/O orani 1,0 iken bu
oran deneysel olarak 0,85 olarak hesaplanmistir. Goralduga gibi deneysel
C/O oraninin teorik deneyden dustik olmasinin sebebi yuzeyin atmosferik
kirlilikler tarafindan kontamine edildiginin gostergesidir [Gurbuz ve ark.,
2011].

N1s
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Sekil 7.16. (A) APTS bagli, (B) CDSP bagli silisyum disklerin yiiksek
¢cOzunurlukli XPS  spektrumlari.

Silisyum disk ylizey RAFT ajani ile modifiye edildikten sonra ylizey tzerinde
RAFT polimerlestirme yontemi ile polimerik fircalar sentezlenmistir.

7.4. Sicakhk Duyarli P(MEO ,-MA) Fircalarin Hazirlanmasi
7.4.1. Cozelti ve Ylzeyde Polimerle sme Kineti gi

Polimer firca sentezinde polimerlesme hem yizey uzerinde hem c¢ozelti
icerisinde ayni anda gergeklegtirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda belirli
oranlarda monomer, serbest RAFT ajani, baslatici ¢dzucl icerisinde

cozildukten sonra belirli sicaklikta polimerlesme baslatilmistir. Belirli zaman
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araliklarinda (0,5-12 saat) vialler yag banyosundan alinir ve viallerin agzi
acllarak hizli bir gekilde sivi azot igerisine daldirilarak reaksiyonun aniden
durmasi saglanir. Ornekler oda sicakhgina getirildikten yuzeyler ¢oziicu ile
ultrasonik banyoda yikanarak yuzey ulzerine fiziksel olarak tutunmus
monomer, ajan, polimer gibi molekillerin uzaklagsmasi saglanmistir. Daha
sonra yuzeyler azot gazi ile kurutulmus ve polimerik fir¢a igerisine hapsolmus
olasi ¢ozicu molekullerini uzaklastirabilmek icin yuzeyler yiksek sicaklikta
vakumda bekletilmistir. Cozeltideki sividan bir miktar alinip *H-NMR
karakterizasyonu igin saklanirken diger kismi soguk dietileter ile
cokturalmustar. Coz-¢oktar iglemi t¢ kez tekrarlandiktan sonra elde edilen
sari renkli viskoz sivi vakumda kurutulur ve GPC karakterizasyonu icin hazir
hale getirilir. CoOzeltide olusan polimerizasyonun karakterizasyonunda ilk
olarak 'H-NMR kullanilmis ve her bir zaman araligina ait % dénistmler
belirlenmistir. Bunun igin ilk olarak ¢ozelti igerisinde bulunan DMF vakumda
uzaklastirildiktan sonra CDCl; icerisinde c¢6zinmustir. Monomerin ve
polimerin ester grubuna komsu metilen protonlarinin integrasyon

oranlarindan dénusim hesaplanmistir.

Bir polimerlestirme yodnteminin yasayan olabilmesi icin asgari U¢ kosul
gereklidir. Bunlar; dusuk polidispersiteye sahip olmali, yalanci birinci
dereceden polimerlesme kinetigine uymali ve polimerin mol kitlesisinin
donusumle dogrusal olarak degismelidir [Quirk ve ark., 1992]. Sekil 7.17'de
polimerlesme slresi ile monomer donusimin degisimini veren grafik
gorulmektedir. Elde edilen grafikten de goéruldigu gibi polimerlesme siresi ile
donusum ilk bes saat icersinde lineer olarak degiserek bu stre sonunda
yaklasik %81 donisime ulagsmaktadir. Bu stre sonunda 9. ve 12. saatlerde
donusim sirasiyla %94 ve %97,7 ulasmis ve ortamdaki monomerin ¢ok
bayuk bir kismi polimere donustigunde donusim hemen hemen

sabitlenmistir.
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Sekil 7.17. Monomer dontsimuin polimerlesme suresince degisimi.

Sekil 7.18’de polimerlesmeye ait yari-logaritmik kinetik egrisi gérulmektedir.
Degisimin dogrusal olmasi nedeniyle polimerlesme kinetiginin yalanci birinci
dereceden kinetige uydugu soylenebilir. Dolayisiyla, buradaki calisma
sartlarinda polimerlesmenin yasayan/kontrollii oldugu sdylenebilir. Kinetik
egrinin egiminden polimerlesmenin goériinen hiz sabiti, k,° = 8,6 x 10 s
olarak belirlenmistir. Goraldugu gibi ortamda bulunan RAFT ajani sayesinde
zincir transfer basamaginin olmasina ve bu basamagin hizli olmasi sonucu
zincir dengesi hiz basamagini direkt olarak etkilemesi ile bu iki reaksiyon
basamaginin uyumlu olarak calismasina neden olur. Bunun sonucu
monomer kontrolli bir sekilde polimerlestirilmistir. Bir baska deyisle birinci
dereceden kinetik davranisa uymasi polimerlesme siresince aktif radikal

derisiminin sabit kaldigini gésterir [Liu ve ark., 2006].
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Sekil 7.18. Cozelti polimerlesmesine ait yari-logaritmik kinetik egrisi.

RAFT polimerlestirme sonucu olusan polimerilerin teorik mol katlesi

asagidaki formdil ile verilir [Mori ve ark., 2006] :

M,
[CTA, + 2f ], (1-€™)

M teorik = X 0 X Mimonomer + McTa (7.1

Esitlikteki Mmonomer V€ McTa Sirasityla monomer ve zincir transfer ajaninin mol
kutleleri, [M]o, [CTA]o ve [l]o sirasiyla monomer, zincir transfer ajaninin ve
baglaticinin baslangi¢c derisimini gostermektedir. Esgitlikteki paydanin sag
tarafinda bulunan f baglatici etkinligini ve kg ise herhangi bir t anindaki
baglaticinin  bozunma hiz sabitini g6stermektedir. a ise monomer
donlisimuni simgelemektedir. ideal RAFT polimerlesmesinde baslaticinin
bozunmasiyla olusan polimer miktari minumumdur. Bu nedenle olusan
polimer miktari zincir transfer ajani miktart yaninda ihmal edilebilir
dizeydedir. Bu durumda Es. 7.1 basit olarak Es. 7.2’ye donismus olur.
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— [Mlo

IVln,teorik:m X 0 X Mmonomer + McTa (7.2)
0

Cozelti ortaminda olugsan polimerlerin mol kitlesinin monomer donidgsumuyle
degisimi Sekil 7.19'da gosterilmistir. Grafik incelendiginde, M teo, Mnnvr VE
Mn.cpc degerlerinin % donusimle dogrusal olarak arttigi belirlenmigtir. %
donusum yaklagik olarak 10-97 araliginda degistiginde teorik mol kutlesi
2800-23400 g/mol arasinda degisirken GPC ve NMR dan elde edilen mol
kiutleleri sirasiyla 7800-28500 g/mol ve 4800-26100 g/mol arasinda
degismektedir. Ayrica polimerlerin polidispersite indeksi (PDI) degerlerinin
tum polimerlesme suresince 1,3'ten kigluk olup donusumin artmasiyla
birlikte PDI degerleri dusmektedir. Mol kitlesi degisiminin  monomer
donusuimiyle dogrusal olmasi polimerlesmenin yasayan/kontrolli olma
Ozelligini acikca gostermektedir. Elde edilen grafik incelendiginde teorik mol
kitlesinin dondgstumle degisimi sonucu elde edilen egri orijinden gecmektedir.
Bu durum, RAFT polimerlesmesinde reaksiyon suresince serbest radikal
polimerlesmesinden daha baskin olmasinin bir sonucudur. RAFT
polimerlesmesinin serbest radikal polimerlesmesinde oldugu gibi basladigi
bilinmektedir. Sayet ortam kosullarn (sicaklik, monomer/CTA cifti tart ve
derigimi, baslatici tur ve derisimi) iyi ayarlanmadiginda polimerlesme hem
serbest radikal hem de RAFT polimerlesmesi ile birlikte yurir. Bir bagka
deyisle, polimerlesme bir siire RAFT polimerlesmesi ile yurtrken belli bir stre
sonunda serbest radikal polimerlesmesine dénebilir. “Hibrit davranis” olarak
da isimlendirilen bu durum en acik bir gsekilde donusim-mol kuitlesi
grafiklerinde teorik egrinin pozitif bir kesim noktasinin olmasiyla kendini
gosterir [Favier ve ark., 2006; Szablan ve ark., 2004]. Elde edilen egri
orijinden gectiginden dolay! bu calismadaki polimerlesme kosullarinin ideal
RAFT polimerlesmesi icin uygun oldugunun gostergesi olabilir. Sekil 7.19
incelenmeye devam edildiginde GPC den elde edilen mol kitleleri teorik mol
kiutlelerinden oldukcga farkhdir. Bu durum GPC analizi sirasinda kullanilan
polistiren standartlari ile P(MEO,-MA) polimerlerin hidrodinamik c¢aplarinin
birbirinden farkli kaynaklanmasindan olabilir [Tang ve ark., 2003]. Ayrica
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NMR dan elde edilen mol kuitleleri de teorik mol kutlelerinden farkhdir. Bu
durum ise Es. 7.1 de baslaticinin bozunmasi ile olusan polimerlerin ihmal
edilip Es. 7.2 ile hesaplama yapilmasindan kaynaklanmis olabilir [Mori ve
ark., 2006].
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Sekil 7.19. Polimerin mol kutlesinin ve PDI degerlerinin dénistimle degdisimi.

Farkli polimerlesme sirelerine ait GPC kromatogramlari $ekil 7.20°de
gosterilmistir. Elde edilen kromatogramlar incelendiginde timdnin unimodal
ve simetrik oldugu gorulmektedir. Herhangi bir omuzun ya da kuyrugun
goriulmemesi RAFT polimerlesmesi sirasinda bimolekiler sonlanmalarin
Ozellikle makro CTA radikallerinin (zincir transfer ve zincir dengesi
basamaklarinda olugsan) ortamda bulunan diger aktif radikal turler tarafindan
soniumlendiriimedigi soylenebilir. Ozellikle zincir dengesi sirasinda macro
CTA'ya transfer yerine, gelen aktif uclu makroradikallerin makro CTA ile
birleserek Uc kollu yildiz polimerleri olusturdugu RAFT polimerlesmesinde
Ozellikle ditiyobenzoat araciligi ile yapilan polimerlestirmelerde siklikla
kargilasilan bir durumdur [Konkolewicz ve ark., 2008; Ting ve ark., 2011].
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Ayrica GPC kromatogramlari incelendiginde mol kutlesinin artigi ile birlikte
daha dusuk alikonma surelerine dogru kayma vardir. Tum bu sonuglar

incelendiginde P(MEO,-MA) polimerleri ¢ozelti icersinde kontrolli bir sekilde
sentezlendigi séylenebilir.

f\Af\Vf\ TA\ f\\ 12 saat, M, = 28500 g/mol, PDI = 1.18

9 saat, M, = 27700 g/mol, PDI = 1.19
\/\ /\ /\ \ 5 saat, M, = 24500 g/mol, PDI = 1.19
3 saat, M, = 19700 g/mol, PDI = 1.20
2 saat, M,= 15300 g/mol, PDI = 1.23
1 saat, M, = 10400 g/mol, PDI = 1.26
0.5 saat, M, =7800 g/mol, PDI = 1.28

18 20 22 24 26 28 30 32
Alikonma siresi(dakika)

Sekil 7.20. P(MEO,-MA) icin farkli polimerlesme sirelerine ait GPC
kromatogramlari.

Yuzeyde baglatilan RAFT polimerlestirme ile P(MEO,-MA) polimerik fircalarin
sentezinde monomer/ajan/baglatici iceren c¢odzeltiye RAFT ajani modifiye
edilmis silisyum diskler konuldugunda polimerlesme hem yilizeyde hem de
cOzelti ortaminda ayni anda gerceklesmektedir. Bu calismada RAFT ajani
silisyum disk yuzeylere R grubundan kovalent olarak baglanmistir. Bu
yaklasim sayesinde c¢oOzelti ortaminda olusan aktif uclu oligomer ya da
polimerlerin ylizeye daha kolay diflizienmesi saglanmistir. Bunun sonucunda

yuzeydeki polimerlesmenin kontrollii olma 6zelligi de artiriimis olur.

Yuzeye bagli ajan ile ayni kimyasal yapiya sahip serbest RAFT ajani ortama
ilave edildikten sonra Sekil 7.21’ de gosterildigi gibi ¢ozelti icerisinde olugsan
radikaller ytuzeydeki RAFT ajanina atak yaptiktan sonra ylzeye kovalent
baglanir. Yuzeydeki radikaller agisindan bakildiginda d¢ farkli reaksiyon

gozlenebilir : RAFT polimerlesmesinin baslamasi, yluzeydeki komsu RAFT
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ajanina transfer ve daha sonra ¢ozeltide serbest RAFT ajanina donidsumu.
CoOzeltiden yuzeye radikal transferi ile yluzeyden c¢oOzeltiye radikal transferi
denge icerisindedir. Tum bu reaksiyonlarin dengesi ile yluzeyde baslatilan

RAFT polimerlesmesinin kontrollii olma 6zelligini tasir [Li ve ark., 2008].
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Sekil 7.21. Cozeltide bulunan serbest RAFT ajani varliginda silisyum disk
ylzeyinde RAFT polimerlesmesi [Li ve ark., 2008].

Ortama konulan serbest RAFT ajani sayesinde yiizeyde olusan polimerlerin
siyrilmasina gerek kalmadan c¢o6zeltide olusan polimerlerin  standart
tekniklerle karakterize edilmesi sayesinde polimerik fircalar hakkinda da bilgi
edilinebilir. Bunun sebebi c¢oOzelti kinetigi ile ylzey Kkinetiginin benzer
davraniglar gostermesindendir. Ayrica silisyum diskler Gzerinde asilama ile
olusturulan polimer fircalarin kicuk alanda az oldugu dusunaldigunde
yluzeyde olusan polimerik fircalarin siyrilmasi ve karakterizasyonu oldukca
zordur. Bu nedenle burada yapilan ¢alismalar kapsaminda ylzey tzerindeki

polimerlerin mol kuitlesinin ve heterojenlik indeksinin ¢o6zeltideki ile ayni



88

oldugu kabul edilmigtir ve kabul literattr ile uyum igerisindedir [Turan ve ark.,
2012; Ozturk ve ark., 2010; Turan ve ark., 2010].

CDSP bagl yuzeyler Gizerinde sicaklik duyarli P(MEO2-MA) fircalarin sentezi
Sekil 7.22'de sematize edilmigtir.
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Sekil 7.22. Silisyum disk yuzeylerde sicaklik duyarh polimer firca sentezi.

Yuzeyde baglatilan polimerlesme ile ilgili ilk olarak yuzeyler vakumdan alinir
alinmaz elipsometrik kalinliklar olculmagstur. $Sekil 7.23'de polimerlesme
suresine bagh olarak P(MEO,-MA) firca kalinliklarinin zamanla degisimi
gosterilmistir. Grafik incelendiginde polimerlesmenin ilk bes saat icerisinde
polimerik firca kalinligi zamanla dogrusal olarak artmis ve elipsometrik
kalinligi 21,8 nm olan polimerik fircalar elde edilmistir. Bu stire sonunda 9. ve
12. saat sonunda tabaka kalinligi bu iki siure i¢cin ¢ok fazla artmamis olup
sirasiyla 25,9 nm ve 27,3 nm degerlerine ulagsmistir. Dogrusal artigstan sonra
kalinhgin hemen hemen sabit kalmasi ortamdaki monomerin ¢cok buyuk bir
kisminin harcanmasindandir ( ¢ozelti kinetiginde 12 saatlik sire sonunda
monomer %97,7 lik donusime sahiptir). Goruldugu gibi kalinhdin zamanla
degisimi ¢ozelti kinetigindeki donisimin zamanla degisimi ile benzer egilim

gostermektedir. Bu da ylzey “kinetigi ile ¢ozelti kinetigi benzerdir” kabullnin
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gecerli oldugunu gdsterir. Bununla birlikte polimerik firca kalinhiginin zamanla
dogrusal olarak degismesi yiuizeydeki polimerlesmenin de kontrolli oldugu
soylenebilir. Grafigin ediminden tabaka kalinliginin zamanla degisimi ~ 5

nm/saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 7.23. Polimer tabaka kalinhdinin polimerlesme siresince degisimi.

Hazirlanan polimerik fircalarin  yapisal karakterizasyonu GA-FTIR ile
gerceklestiriimigtir. Sekil 7.24’de farkh polimerlesme surelerine ait silisyum
disk ylzeyindeki polimerik fircalara ait GA-FTIR spektrumu gdsterilmistir. GA-
FTIR analizi sirasinda aminosilan ve CDSP’den gelen metil ve metilen
gruplarinin katkisini ve CDSP’den gelen karbonil grubunun polimerik firca
spektrumuna olan katkisini ihmal etmek i¢cin RAFT ajani bagh silisyum diskler
baseline olarak kullaniimigtir. Boylelikle elde edilen spektrumlarin sadece
polimerik fircalara ait olmasi saglanmistir. Spektrumlar incelendiginde 2900
cm™®-3000 cm™ araligindaki bantlar C-H titresimlerine karsilik gelen bant
olup, 1723 cm™ ise C=0 titresimine karsilik gelen banttir. Polimerlesme
suresi arttikca her iki bandin da absorbanslarinin da arttigi gézlemlenmistir
ancak polimerlesme suresinin 9 ve 12 saat olmasi durumunda bu sirelerde

beklenildigi gibi absorbansda 6nemli bir degisiklik olmamisgtir. Elipsometre ve
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GA-FTIR ile yapilan analiz sonucunda polimerlesme suresi arttikga ytizey

Uzerinde polimerlesme derecesinin arttigi sdylenebilir.

Polimerlesme | 0.1
Suresi (saat)
12

Absorbans

Dalga Sayisi (cni’)

Sekil 7.24. P(MEO,-MA) fircalara ait farkh polimerlesme strelerinde alinmis
GA-FTIR spektrumlari.

Elipsometrik  kalinliklardan  yararlanilarak  ylizeye adsorbe olmus
(makro)molekllerin kantitaif analizi yapilabilir [Zdyrko ve ark., 2003]. Yuzeye
adsorbe olmus molekiil derisimi (ylizey kaplama miktar)), T (mg/m?),
elipsometrik kalinlik, h (nm) ve (makro)molekilin yogunlugu, p (g/cm?®

P(MEO,-MA) icin 1.02 g/cm?®) olmak lizere asadidaki esitlikle hesaplanir:

F=hp (7.3)

Yiizey yodunlugu (makromolekil icin zincir yogunlugu), o (zincir/nm?), Na :
Avagadro sayisi, M (g/mol) mol kitlesi olmak Uzere asagidaki esitlikle

hesaplanir :

o= TNA10% /M = (6,023 h p x 100)/ M (7.4)
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Es. 7.4'de de goruldigu gibi polimerin mol kitlesine karsilik elipsometrik
kalinhklar grafige gecirildiginde grafigin egiminden makromolekullerin ylzey

Uzerindeki zincir yogunlugu hesaplanabilir.

Yuzey lzerine adsorbe olmug makro molekuller arasi uzaklik, D (nm), olmak

Uzere asagidaki esitlikle hesaplanir :
D= (4/m0)*? (7.5)

lyi bir ¢bziiciide bulunan polimerin zincir konformasyonu jirasyon yarigapi, Ry
(nm) ile makro molekuller arasi uzaklik karsilastirilarak belirlenebilir [Cochran
ve ark., 2003] :

R,=bDP,165" (7.6)

Burada DP, polimerlesme derecesi, b istatistiksel segment uzunlugunu
(MEO2-MA icin 0,7 nm) simgelemektedir.

lyi bir ¢dziicii icerisinde bulunan yiizeye asilanmis polimer fircalar icin de
gecerli olan Alexander—de Gennes modelinden tiretilmis polimerik fircalarin

sismis teorik kalinlig1 asaigdaki esitlik ile bulunabilir [de Gennes, 1987] :
L=bDP, /D 3"? (7.7)

Elipsometrik kalinliklardan ve M, cpc degerlerinden yararlanilarak yizeyden
asllanmis polimer fircalarin zincir yogunlugu Es. 7.4 ile bulunabilir. Sekil
7.25de M,cpc degerlerine Kkarsilik elipsometrik kalinlik ile degisimi
gosterilmektedir. Grafikten anlagilacagi Uzere polimerin mol Kkutlesi ile
elipsometrik kalinhklar dogru orantili olarak degismektedir. Grafigin egimi

bulunduktan sonra Avagadro sayisi ve serbest polimerin 6z kutlesi ile
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carpildiginda makromolekullerin ytizey Uzerindeki zincir yogunlugu 0,7

zincir/nm? olarak bulunmustur.

30

o = 0.7 zincir/nm?

0 i | ! | i | 1 | i
5000 10000 15000 20000 25000 30000
Mn,gpc(9/mol)

Sekil 7.25. Elipsometrik kalinhigin polimerin mol kitlesi ile degisimi.

Makromolekdillerin zincir yogunlugundan yaralanarak ylzeye adsorbe olmus
iki  makromolekul arasi uzakhk Es. 7.5 kullanilarak 1,35 nm olarak
hesaplanmigtir. Elde edilen degerin oldukca kuguk olmasi makro molekullerin
yluzey Uzerinde oldukca siki bir sekilde istiflenmis oldugunu gdstermektedir.
Makro molekullerin zincir yodunlugu ve aralarindaki uzaklik ylUzeydeki
polimerlerin  desorbe olmadigr sirece belirli  bir sicaklik ve
monomer/CTA/baglatici mol oranlarinda polimerlesme siresi boyunca sabit
kalmakta ancak diger asilama parametreleri (I, L gibi) polimerlesme siresi

boyunca degismektedir.

Polimerlesme slresinin artmasiyla birlikte ylzey derisimi (ya da ylzey
kaplamasli) 3,57-27,8 mg/m? arali§inda degisirken teorik sisme kalinhgi da

12,7-85,9 nm araliginda degismektedir. Burada dnemli olan yiizey tzerinde
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bulunan polimerlerin konformasyonu hakkinda bilgi veren D/2Ry oranidir.
Eger bu oran 1'den kicukse yuzeydeki polimerlerin firca konformasyonunda,
1'den buylk olursa mantar konformasyonunda oldugu bilinmektedir. Cizelge
7.1’den de goruldagu gibi tum zaman aralklarinda ylzeyde bulunan
polimerler firca konformasyonundadir. Ayrica polimerlesme slresi arttikca
teorik sisme kalinliklarinda da artig vardir. Bu kalinhk artisinin sebebi
polimerlesme suresi artttkca polimerlesme derecesi artmis ve bunun
sonucunda komsu polimer fircalar arasindaki etkilesimin de artarak daha

gergin polimerik fircalar olusmasina sebep olmus seklinde yorumlanabilir.

Cizelge 7.1. Asilama parametrelerinin polimerlesme siresi ile degisimi.

Polimerle sme

Suresi (saat) r (mg/m?) D/2R, L (nm)
0,5 3,57 0,310 12,7
1 6,02 0,261 22,1
2 11,0 0,205 38,5
3 16,6 0,175 55,4
5 22,2 0,154 70,5
9 26,4 0,143 81,5
12 27,8 0,139 85,9

Yuzeyde bulunan polimerik fircalarin  morfolojisi AFM  kullanilarak
belirlenmistir. Sekil 7.26° da polimerlesme siresinin 12 saat oldugu
durumdaki polimerik fircalara ait ytzey morfolojileri gd&steriimektedir.
Polimerlesme suresi 12 saat oldugunda goruldigu gibi 5pum x 5 pm alaninin
hemen hemen tamami polimer ile kaplanmistir. Ozellikle 3D morfoloji

goruntistinden de anlasilacagi Gzere polimerler firca konformasyonundadir.
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Yiuzey Uuzerinde hemen hemen bos bdélge kalmadigindan ve c¢ozelti
ortamindaki monomerin buyudk bir kismi (%97,7 si) polimere donustiginden
dolay! yluzey kaplama degeri elde edilebilecek Ust sinir degerlerdedir. Bu
sure sonunda yuzey purazliluk degeri, RMS = 2,13 nm olarak belirlenmistir.
Ayrica yuzeye zincir transfer ajani baglanmasi ile hidrofobik 6zellikte olan
yuzeyler polimerlesme sonrasinda yaklasik 52° lik su degme agcisi ile
hidrofilik 6zellik kazanmistir. Bu durum P(MEO»-MA) fircalarin hidrofilik

Ozelliginin dogal bir sonucudur.

L"‘flw fg?

| ;” ;
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Sekil 7.26. Polimerlesme stresi 12 saat oldugu durumdaki 2D, 3D AFM
gorantileri ile yukseklik dagilim egrisi.

Yuzeyden baglatilan RAFT polimerlestirme yontemiyle hazirlanan polimerik
fircalarin kimyasal karakterizasyonunda XPS teknigi de kullaniimigtir. XPS ile
yluzeyde kovalent olarak baglanmis olan polimerik firgcalarda bulunan C, O, S,
N atomlarinin varhigi ve bagil miktarlari belirlenmistir. Sekil 7.27'de farkl
polimerlesme suresine ait XPS spektrumu verilmistir. Spektrumlar
incelendiginde yuzey tzerinde O 1s, C 1s, N 1s, S 2p ve Si 2p elementlerine
ait baglanma enerjilerinin yaklasik olarak 532 eV, 400 eV, 285 eV, 165 eV ve
103 eV olarak belirlenmigtir. Polimerlesme suresinin artmasiyla ile birlikte O

1s ve C 1s siddetinin bagil olarak artmasi yuzey uzerinde polimerlesme
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suresi ile polimerlesme derecesinin arttiginin gucla bir kanitidir. Ayrica bu
durum polimerlesme suresi ile ylizey kaplama degerinin artmasi ile de uyum
icindedir. Her bir sureye ait spektrumlarda S 2p ve S 2s piklerinin varlig
polimerik fircalarin u¢ gruplarinda RAFT ajaninin varligina ve dolayisiyla
yuzeyde baslatilan polimerlestirmenin kontrolli/yasayan Ozellikte oldugunun

gostergesi oldugu kabul edilebilir.

O 1s

C 1s
Polimerlesme

Siresi (saat)

MLN_;W
e
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> Si 2s
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Sekil 7.27. Farkh polimerlesme surelerine ait polimer firgalarin XPS
spektrumlari.

Spektrum incelenmeye devam edildiginde polimerlesme slresinin 1 saati
asmas!l durumunda Si 2s, Si 2p ve ajanin R grubunda bulunan N 1s
elementleri tayin edilememistir. Bu durum X-isinlarinin en fazla 10 nm
derinlige kadar giricilie sahip olmasindan kaynaklanmaktadir [Kitano ve ark.,

2009]. Nitekim, polimerlesme suresi 3 saat oldugunda polimer fircalarin
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elipsometrik kalinhiklari 16,3 nm olarak belirlenmigtir. Sekil 7.28'de
polimerlesme siresinin 12 saat oldugunda yuzeydeki polimer fircalara ait
yuksek ¢cozandrlikli XPS spektrumu verilmistir. Spektrumdan da goruldugu
gibi biri 532,6 eV'da C=0 ve digeri 531,2 eV’da C-O olmak Uzere iki farkli
kimyasal ¢evreye sahip ve toplam % 30,7 bagil derisiminde O 1s elementi
bulunmaktadir. %69,6 bagil derisimde ve 285,0 eV, 286,6 eV ve 289,0 eV
olmak Uzere sirasiyla C-C/C-H, C-O/C-S ve O-C=0 ¢ farkh kimyasal
cevreye sahip C 1s elementi ile bagil olarak toplam %0,4 oraninda biri 163,1
eV C=S de digeri 162,1 eV de C-S olmak Uzere iki farkli kimyasal ¢cevreye
sahip S 2p elenti bulunmaktadir. XPS ile C/O derisim orani 2,32 olarak

belirlenmistir ve teorik C/O orani 2,25 ile olduk¢a uyum icerisindedir.

540 536 532 508 524 204 292 200 283 286 284 282 280 168 166 164 162 160 158

Baglanma Enerjisi (eV)

Sekil 7.28. Polimer fircalara ait yuksek ¢ozunurlikli XPS spektrumlari
(polimerlesme slresi 12 saat).

Silisyum yiizeyler tGzerinde kovalent bagh sicaklik duyarli polimer fircalarin
farkh polimerlesme surelerine ait kimyasal bilesimi Cizelge 7.2'de

Ozetlenmistir.



Cizelge 7.2. Farkl polimerlesme sirelerine ait polimer firgalarin baglanma enerjileri ve elementel bilesimleri.

(Tim baglanma enerjileri C 1s C-C/C-H baglanma enerjisi olan 285 eV’e gore kalibre
edilmistir. a: baglanma enerijisi, b: bagil atomik derigim).

O1s N1s C1s S 2p
Yizey Cc=0 C-O (Si-O) C-N* C-N Cc=0 C-O/C-S (C-N) cC-C/CH S-C S=C Si2p
Siire, 0,5h
B.E. (eV) 532,4 531,2 402,1 400,1 289,1 286,7 285,0 163,1 1621 107,9
B.A.D. (%) 26,7 4,1 60,3 5,6 3,3
Siire, 1h
B.E. (eV) 532,4 531,2 402,1 400,1 289,1 286,6 285,1 163,1 162,2 108,0
B.A.D. (%) 28,5 2,1 64,3 3,4 1,7
Siire, 3h
B.E. (eV) 532,5 531,2 402,1 400,1 289,0 286,6 285,0 163,1 1621 108,0
B.A.D. (%) 29,7 0,3 67,1 2,9 -
Siire, 5h
B.E. (eV) 532,4 531,2 402,1 400,1 289,1 286,8 285,1 163,1 162,1 108,0
B.A.D. (%) 30,1 - 67,8 2,1 -
Sire, 9h
Enerji (eV) 532,5 531,4 402,1 400,1 289,1 286,7 285,1 163,0 162,2 108,0
Derisim (%) 30,4 - 68,5 1,1 -
Siire, 12h
B.E. (eV) 532,6 531,2 402,1 400,1 289,0 286,6 285,0 163,1 1621 108,0
B.A.D. (%) 30,7 - 69,1 0.4 -

16
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Cizelge 7.2 incelendiginde polimerlesme siresinin artmasiyla birlikte polimer
fircalarda bulunan oksijen ve karbon igerigi bagil olarak artarken azot, kukdurt
ve silisyum elementlerinin bagil miktarlarinda azalma vardir. Polimerlesme
suresinin 3 saat ve Uzerinde olmasi durumunda silisyum ve azot elementleri
tayin edilememigtir. Yukarida belirtildigi gibi bu durum X-iginlarinin yiizey
Uzerinde en fazla 10 nm derinlige kadar ulagsmasindan kaynaklanmaktadir.
Ayrica her bir polimerlesme suresi icin deneysel C/O bagil miktarla orani
teorik C/O orani olan 2,25 de@erine oldukca uyumlu olmasi sicaklik duyarh
polimer fircalarin ylizey tzerinde kontrolli bir sekilde polimerlestirildiginin bir
bagka deyisle ylzey uzerindeki polimer firgalarin hemen hemen esit boyda

oldugunun ayri bir kaniti olabilir.

7.4.2. P(MEO2-MA) polimer firgalarin faz geci g sicakl ginin belirlenmesi

Yuzeyde baslatilan RAFT polimerlestirme yontemi ile hazirlanan sicaklik
duyarli poli (MEO,-MA) polimer fircalarin alt kritik ¢coztinme sicakhgdi (AKCS
veya LCST) sicaklik kontrol elementli su degme acisi cihazi ile belirlenmigtir.
Analiz yapilirken her bir sicaklik degisiminde isil dengenin saglanmasi icin
Olcim alinmadan 6nce 10 dakika beklenilmistir. Her bir sicaklik i¢in ylzeyin
uc farkh noktasindan su degme acisi 6lcilmis ve ortalamasi alinmistir. Her
bir 6lciime ait standart sapma 0,5°’den kucuktur. Sicaklik degme agisi ve bu
degisime ait birinci tlrev egrileri Sekil 7.29'da verilmigtir. Sekil 7.29a
incelendiginde ¢ farkh boélge gortlmektedir. Dusuk sicaklik bélgelerinde
sicaklik ile degme acilari fazla degismemistir ve polimer fircalar su ile iyi bir
sekilde solvatize olmaktadir. Orta sicaklik bolimunde ise sicaklik degigimi ile
su degme acisi buyik oranda degismekte ve Dbelirgin bir gecis
gozlenmektedir. Yiuksek sicaklik bélgesinde ise sicaklik ile su degme acisi
onemli olctide degismemektedir. Bu boélgelerde polimer fircalar su ile
etkilesimi minimum olup yuzey hidrofobik 6zelliktedir. Ylzeye kovalent olarak
baglanmis P(MEO,-MA) fircalarin faz gecis sicakligi tirev egrisinin elde

edilmesiyle 27,6 °C olarak belirlenmisgtir.
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Sekil 7.29. (a) Polimer fircalarin sicaklik-degme acisi egrisi (polimerlesme
suresi 12 saat), (b) Bu degisime ait birinci ttirev egrisi.

Kitano ve arkadaglarinin yaptiklart bir calismada altin nanoparcaciklar
Uzerine c¢oOzelti ortaminda ATRP yontemi ile sentezledikleri P(MEO,-MA)
makromolekullerini adsorbe etmisler ve polimerin faz gecis sicakhgini 25 °C
olarak belirlemiglerdir [Kitano ve ark., 2009]. Bir baska calismada ise cam
ylzeyi Uzerine ATRP yontemi ile P(MEO,-MA) sentezlemisler ve faz gecis
sicakhgini 26,2 °C olarak bulmusglardir [Kitano ve ark., 2010]. Laloyaux ve
arkdaslarinin yaptiklari bir calismada ATRP teknigi ile silisyum disk
yuzeyinde P(MEO,-MA) sentezlemigler ve faz gegis sicakligini 34 °C olarak

rapor etmislerdir [Laloyaux ve ark., 2010]. Ayni polimer kullaniimasina
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ragmen faz gecis sicakliklarindaki bu farkllik faz gecis sicakliginin polimer
film kalinhiginin, ytzeydeki polimer fircanin zincir yogunlugu, polimerin mol
kitlesi ve polimerin uc¢ gruplarinin hidrofilik/hidrofobik olmasi gibi bir¢ok

parametreden etkilenmesidir.

Sekil 7.29a’'da gosterilen su degme acilarindan da anlasilacagi tzerine
polimer fircalar LCST altindaki sicakliklarda yaklasik olarak 55°’lik su degme
acisina sahip olup hidrofilik 6zellikte iken LCST lzerinde yaklasik olarak 102°
lik su degme agisiyla hidrofobik 0zelliktedir. Poli(MEO2-MA) firgalarin
sicaklikla boyle farkh o©zelliklere sahip olmasi polimer firgalarin inter-
molekiler ve intra-molekuler etkilesimlerin sicaklhkla farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. LCST altindaki sicakliklarda polimer fircalarda bulunan
C=0 ve C-O-C gruplar inter-molekiler etkilesimlerle hidrojen bagi
olusturmaya cok yatkin olup su ile kolayca etkileserek hidrofilik 6zellik
kazanmiglardir. LCST Uzerindeki sicakliklarda ise polimer zincirlerinin
bikulmesi nedeniyle su molekillerinin C=0 ve C-O-C gruplari ile etkilesime
girip hidrojen bagi etkilesimi olmamasindan dolayi yutzeyler hidrofobik 6zellik

kazanmigtir.

Yuzeylerin LCST altindaki ve Uzerindeki sicakliklarda yiizey morfolojisi
sicaklik kontrollii AFM ile karakterize edilmistir. Isil dengenin saglanmasi igin
her bir sicaklik degisiminde sonra 10 dk stre beklenilmistir. Sekil 7.30’da 20
°C ve 40 °C’da yuzeylere ait 2D, 3D yuzey morfolojileri ile yukseklik dagilim
egrileri verilmigtir. Sicakhk LCST altinda oldugunda yiizey morfolojilerinden
de anlagilacagi Uzerine polimer fircalar ylzey Uzerinde firga
konformasyonundadir. Bu durumda polimer firgalarin ytizey tzerinde oldukca
gergin bir sekilde bulundugu kabul edilmektedir. Sicaklik LCST (zerine
cikarildiginda polimer fircalar zincir baktlmeleri ile ylzey tzerinde mantar tipi
yapilar olusmustur. Bu durum sicakligin artigi ile birlikte gergin yapidan
yumak yapisina gectigi kabul edilmektedir. Bu degisimler nedeniyle yiizey

homojenliginde de azalmalar meydana gelmistir. Bu sonucunda ylzey
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parizluliginun bir dlctsu olan RMS degeri 2,13 nm den 2,68 nm degerine

yukselmigtir.

T>LCST

T<LCST

Sekil 7.30. LCST altindaki ve Ustindeki sicakliklardaki yuzeylerin 2D, 3D
AFM goruntuleri ile yukseklik dagihm egrileri.

Hazirlanan polimerik firgcalarin sicaklik ile konformasyonel degisiminin tersinir
olup olmadigi yine sicaklik kontrolli AFM ve su degme agilari 6lgumu ile
yapilmistir. Sekil 7.31’de goruldigu gibi 5 donisim sonrasinda dahi polimer
fircalarin su degme acilari hidrofilik 6zellikten hidrofobik 6zellige (veya tersi)
degisimi tersinir niteliktedir. Yuzey purazlulagu ise sicaklik degigimi ile birlikte
bagil olarak purizsuz bir ylzeyden puruzli bir ylizeye (veya tersi) yine

tersinir olarak degismektedir.
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Sekil 7.31. Sicaklik ile tersinir (a) Su degme acisinin, (b) RMS degerinin
degisimi.
7.4.3. RAFT ajani kalintisinin indirgenmesi (triti  yokarbonat grubunun

sulfidril grubuna dont  stirtlmesi)

Silisyum disk yuzeyinde P(MEO,-MA) fircalarinin u¢ grubunda mekanizma
gereg@i dodesiltritiyokarbonat (C12H25-S-C(=S)-S) gruplari bulunmaktadir. Bu
yuzeyler Uzerine altin nanopargaciklari immobilize edebilmek igin bu
gruplarin sulfidril (-SH) u¢ grubuna donusturdlmesi gereklidir. Bu amacla
silisyum diskler 10 mL 0,1M NaBH, ¢0zeltisi icersine konulduktan sonra 24
saat boyunca oda sicakliginda kanistirildi. Ytzey, ¢ozeltiden alindiktan sonra
su ile yikanip azot gazi ile kurutuldu. Yuzey uzerinde indirgenmenin olup
olmadigi ilk 6nce UV-GB spektoskopisi ile arastinimistir. UV-GB analizinde
P(MEO,-MA) fircalart cam yizeyler Gzerinde sentezlenmis ve indirgeme
islemi yukarida anlatildigi gibi yapilmistir. Sekil 7.32’de indirgenmeden 6nce
ve sonra UV-GB spektrumlar veriimektedir. RAFT ajaninda bulunan
tritiyokarbonat grubu ayni zamanda kromofor grup olup genelde 305-315 nm
araliginda tek bir absorbans vermektedir [Skrabania ve ark., 2011]. Sekil
7.32a’dan da goruldugu gibi yaklasik 315 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gozlenmistir. Bu durum cam ylzeyinde de P(MEO,-MA) fircalarin
kontrolli bir gsekilde sentezlendiginin gostergesidir. Yuzeyler NaBH, ile

muamele edildiginde 315 nm dalga boyunda maksimum absorsans
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kaybolmustur (Sekil 7.32b). Bu durum ytzeydeki tritiyokarbonat ug¢ gruplarin
kantitatif bir oranda sulfidril u¢ grubuna doéntstiguni géstermektedir.
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Sekil 7.32. (a) indirgemeden énce ve (b) indirgemeden sonra cam
ylizeyinden alinan UV-GB spektrumlar (Polimerlesme
suresi: 12 saat).

Silisyum disk ylUzeyinde indirgenmenin gerceklestigi aynt zamanda XPS
analizi ile de kanitlanmigtir. Sekil 7.33'de indirgemeden 6nce ve sonra elde
edilen XPS genel spektrumu ile yiksek cozandrlik S 2p spektrumlari
verilmistir. Tritiyokarbonat ve sulfidril u¢ gruplu polimer firgcalarin XPS genel
spektrumunda (Sekil 7.33a ve b) baglanma enerjileri yaklasik 532 eV, 285
eV, 220 eV ve 163 eV olan sirasiyla O 1s, Cls, S 2s ve S 2p elementlerine
ait pikler bulunmaktadir. indirgeme yapilmadan 6nce silisyum yiizeyindeki
toplam olarak % 2,1 bagil oraninda kukurt elementi bulunmaktadir (XPS
analizi ile atomik derigimi bagil olarak % 0,1 ve daha fazlasini tayin
edilebildiginden donusuimuin gerceklesip gerceklesmediginin kontrolinde
polimerizasyon suresi 5 saat oldugu durumdaki silisyum ylzeyler
kullaniimistir, Bknz. Cizelge 7.2). Bu deger indirgeme yapildiktan sonra %

0,71 degerine dusmustur. Tritiyokarbonat grubunda teorik olarak 3 adet
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kukurt atomu, indirgemeden sonra 1 kikirt atomuna sahip sulfidril grubuna
donusmektir. Goruldiglu gibi indirgemeden Onceki ve sonraki kukurt
elementinin  bagil miktarlari dikkate alindiginda indirgeme reaksiyonu
sonucunda hemen hemen tim tritiyokarbonat gruplarinin sulfidril gruplarina

donustugi soylenebilir.
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Sekil 7.33. (a) indirgeme 6ncesi ve (b) indirgeme sonrasi elde edilen XPS
genel spektrumlari ile S 2p yuksek ¢ozunurlik XPS spektrumlari
(Polimerlesme siresi 5 saat).

Sekil 7.33 de ayrica indirgemeden 6nce biri yaklasik olarak 162 eV baglanma
enerjisinde C=S ve digeri yaklasik 163 eV baglanma enerjisinde C-S olmak
tzere iki farkh kimyasal cevreye sahip kukurt elementi de bulunmaktadir.
Bununla birlikte ytzey Uzerinde indirgeme gerceklestiginde tek bir kimyasal
cevreye sahip kukart elementi bulunmaktadir. Spektrumdan da goéruldaga
gibi biri 162,3 eV baglanma enerjisinde S 2ps, ve digeri 164,1 eV baglanma
enerjisinde S 2pi, olmak Uzere tek bir kimyasal cevreye sahip kukirt
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elementi bulunmaktadir. Bu durum tum tiritiyokarbonat gruplarinin

indirgenerek sulfidril gruplara donusturuldiguni destekler niteliktedir.

Sicaklik duyarl polimerlerin LCST degeri polimer ¢6zeltisinin derigimi, ¢ozelti
ortaminda tuz, ylzey aktif maddenin bulunmasi ile bunlarin tirt ve derigimi,
polimerin yapisi ve bilesimi, mol kitlesi ve polimerin ug grup ttrine dogrudan
bagldir [Uyama ve ark., 1992; Xia ve ark., 2005; Xia ve ark., 2006; Park ve
ark., 2006; Park ve ark., 2007; Huber ve ark., 2008 ]. LCST kavrami temelde
entropik dizenlenmeye dayandigindan yukarida bahsi gecen 6zelliklerin en
Oonemlisi polimerin u¢ gruplarinin hidrofilik/hidrofobik karakteridir. Genel
olarak u¢ grubun hidrofobik karakteri arttikca LCST degerinde disme,
hidrofilik karakteri arttiginda LCST degerinde artis meydana gelir. Chung ve
grubunun yaptiklar bir calismada amin sonlu poli(N-izopropil akrilamit)
polimeri sentezlemisler ve amin u¢ grubunu n-nonil grubu ile
degistirdiklerinde LCST degerinde 2 °C azalma, n-dodesil grubuyla
degistirdiklerinde ise 8 °C azalma gozlemislerdir [Chung ve ark., 1997].
Huber ve arkadaglarinin yaptiklari bir calismada sicaklik duyarh poli(2-propil-
2-oksazolin) sentezlemigler ve polimerin metil u¢ grubunu dodesil grubuyla
degistirdiklerinde LCST degerinin 47 °C'den 28 °C'ye dustuguni
belirlemisglerdir [Huber ve ark., 2008]. Silisyum yuzeylerde P(MEO,-MA)
fircalarda dodesiltritiyokarbonat hidrofobik u¢ karakteri indirgeme islemi
sonrasinda nispeten daha hidrofilik sulfidril grubuna doéndsttralmagstir.
Polimer fircalarin u¢c grubunun hidrofobik karakterinin degismesinin LCST
degerinde herhangi bir degisikligin olup olmadigi sicaklik kontrolli su degme
acisi olcumleri ile arastiriimistir. Sekil 7.34’de sulfidril ug gruba sahip polimer
fircalarin su degme acilarinda meydana gelen degisiklikler sicakligin
fonksiyonu olarak gdsterilmistir. Grafik incelendiginde salfidril u¢ grubuna
sahip polimer fircalar oda sicakliginda yaklasik 45° su dedme acisina
sahipken, belirli bir sicaklik artisi ile birlikte su degme acilar artmig ve belirli
bir sicakliktan sonra ise su degme acilarinda bir artig olmayarak 85° degerine
ulasarak nispeten daha hidrofobik bir karaktere sahip olmustur. Sicaklik-su

degme acisi degisiminin birinci turevi alindiginda sulfidril u¢ gruba sahip
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polimer fircalarin LCST degeri yaklasik 34 °C olarak belirlenmigtir. Goraldugu
gibi  polimer u¢ grubunun n-dodesil grubundan sdlfidril  grubuna
donusturildiginde  LCST  degerinde  sdlfidril  grubunun  hidrofilik
karakterinden dolay! yaklasik 6 °C artis g6zlenmistir (n-dodesil u¢c gruplu
polimer fircalarin LCST degeri 27,6 °C olarak belirlenmisti).
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Sekil 7.34. Sulfidril u¢ gruba sahip polimer fircalarin sicaklikla su degme
acilarindaki degisim ve bu degisimin birinci tiirev egrisi.

Sulfidril u¢ gruba sahip polimer firgcalarin LCST altindaki ve Ustiundeki
morfolojileri sicak kontrolli AFM analizi ile belirlenmistir. AFM analizi
sirasinda sulfidril u¢ gruba sahip fircalarin LCST altindaki sicaklik olarak 28
°C referans alinmig ve bdylece n-dodesil u¢ gruplu polimer fircalarin LCST
ustindeki sicaklikta caligilarak olasi degisimler kontrol edilmigtir. Sekil
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7.35'de siilfidril u¢ gruba sahip polimer firgalarin LCST altindaki ve Gstindeki
sicakliklarda 2D, 3D goruntuleri ve yukseklik dagilim egrileri verilmistir.

T>LCST

T<LCST

Sekil 7.35. Sdlfidril u¢ gruba sahip polimer fircalarin LCST altinda ve
ustuindeki sicakliklarda 2D, 3D AFM gorintuleri ve yukseklik
dagilim egrileri.

Sicakhk LCST altinda oldugunda 3D AFM goruntisinden de agikca
goraldugu gibi polimerler firca konformasyonundadir. Bir baska deyigle
indirgeme sonrasinda polimer fircalarin konformasyonunda herhangi bir
degisiklige sebep olmamigtir. Ayrica bu sicaklik degeri daha ©Oncede
belirtildigi gibi n-dodesil u¢ gruplara sahip fircalarin LCST degerine oldukca
yakindir. Goraldugu gibi bu sicaklikta herhangi bir faz degigsiminin
g6zlenmemesi indirgenmenin gerceklestiginin fiziksel bir gostergesi olabilir.
Sicaklik LCST degerinin Uzerine cikarildiginda (36 °C) bir faz degdisimi
sonucu yuzeyde mantar tipi yapilar olusmustur. Bu degisim sonrasinda
yuzeylerin RMS degeri 2,15 nm degerinden 2,67 degerine yukselmistir.
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Hazirlanan polimer fircalar sulfidril u¢ grubuna donusturildukten sonra
yluzeyler Uzerine altin nanoparcacik immobilizasyonu gergeklestirilmistir.
Bunun icin ilk 6nce altin nanoparcaciklarin sentezi ve karakterizasyonu

gerceklestirilmigstir.

7.5. Altin Nanopargaciklarin Karakterizasyonu

Kiresel yapida altin nanoparcaciklarin sentezinde genel olarak iki yontem
kullanilir. ilk yéntem tohum biyiitme yoéntemi olarak bilinen ve setiltrimetil
amonyum klorar'in (CTAB) ¢Ozelti ortaminda misel olusturmasina dayanan
yontemdir [Jana ve ark., 2001]. Diger yontem ise gunumuzde siklkla
kullanilan sitrat indirgeme yontemidir [Grabar ve ark., 1995]. Bu yontemde
altin  iyonlari  yiksek sicaklikta sodyum sitrat ile indirgemesine
dayanmaktadir. Calisma kapsaminda her iki yontemle parcacik sentezi
gerceklestiriimis ve homojen Grin ve cap dagihmini veren yontem
belirlenmistir. SERS platformu olarak kullanilacak olan polimer firca-
nanopargacik hibrit sistemlerinde tekrarlanabilir SERS sinyalinin alinabilmesi
icin immobilize edilecek olan altin nanoparcaciklarin ¢apinin 20 nm’den
disuk olmasi gerektigi rapor edilmigtir [Diamenti ve ark., 2009]. Bu nedenle
bu calisma kapsaminda homojen Grin dagilimi ile 20 nm’den dusuk capli

parcaciklar temel alinacaktir.

7.5.1. Tohum blyutme yontemiyle sentezlenen altin n  anoparcaciklarin

karakterizasyonu

Tohum buyutme ydntemiyle monodispers kolloidal nanoparcaciklarin sentezi
1920 yilindan beri kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde genellikle 2-5 nm
arasinda kuresel sekle sahip altin nanoparcaciklar tohum olarak
kullaniimakta ve hekzadesiltrimetil amonyum klortr (CTAB) ylzey aktif
varhiginda buyutilerek belirli bir yapi ve capa sahip altin nanoparcgaciklar

sentezlenebilmektedir. Sekil 7.36’da tohum blyltme yontemi sematik olarak
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gosterilmistir. Bu yontem genellikle altin nanogubuk ve kuresel yapidaki altin
nanopargaciklarin sentezi icin kullaniimaktadir [Juste ve ark., 2005].

- AuCl,- AuCl:" CTAB.
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Sekil 7.36. Altin nanopargaciklarin olusum mekanizmasi.

Altin parcaciklarin olusum mekanizmasi tam olarak aydinlatiimamig olmakla
birlikte genel kani CTAB miseli tizerine adsorbe olmus serbest altin iyonlari
indirgeme ajani olarak kullanilan askorbik asit ilavesi ile Au®** iyonu Au®
lyonuna indirgenmekte ve ilave edilen tohum nanoparcaciklar cekirdek
merkezi olarak davranarak CTAB ikili tabakasina sahip altin nanoparcaciklar

sentezlenmektedir.

Tohum buylitme yontemiyle sentezlenen altin nanoparcaciklarin olusumunda
bircok parametre kritik rol oynamaktadir. Kullanilan ytzey aktif maddenin tirt
ve derigimi, indirgemede kullanilan indirgeyici tri ve derisimi, ortamda
bulunan ilave iyon tiirleri (Ag®, Br’, I” gibi) ve derisimleri, tohum pargaciklarin
capl ve miktar, sicaklik ve ortamda bulunan serbest altin miktar gibi
parametreler olusacak olan parcacigin batin fiziksel 6zelliklerini dogrudan
etkiler. Optimizasyon calismalarinda sadece tohum miktarinin etkisi
incelenmigtir. Bu calisma yapilirken, ortamdaki diger tdrlerin derisimi ve
miktarlari sabit tutulmus sadece tohum nanoparcaciklarin hacimsel miktarlar
1,0 -5,0 mL arasinda degistirilerek incelenmigtir. Sekil 7.37'de farkli tohum

cOzeltileri kullanilarak elde edilen parcaciklarin TEM gorintaleri verilmigtir.
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1.0 mL tohum gozeltisi ‘ 2.0 mL tohum cozeltisi

g8

2.5 mL tohum ¢ozeltisi 5.0 mL tohum ¢ozeltisi

Sekil 7.37  Farkli tohum ¢ozeltiler kullanilarak elde edilen pargaciklarin TEM
gorantdleri.

Sekilden de anlagilacagr Uzere farkhh miktarlarda tohum miktarinin
kullaniimasiyla farkli yapi ve ¢aplara sahip pargaciklar elde edilmistir. Tohum
miktarinin 1,0 mL olmasi durumunda anizotropik parcacik olusumu baskin
hale gelmis ve c¢ozelti acik pembe rengi almistir. Bu partikillere ait UV-GB
spekturumuna bakildiginda (Sekil 7.38a) iki farkli dalga boyunda maksimum
absorbansa sahip olmasi anizotropik buyumeyi destekler durumdadir.
Anizotropik parcaciklarin farkli yizeylere sahip olmasi bir bagka deyisle bu
tip parcaciklarda atomlarin farkli uzaysal yénlenmelerinin olmasi sebebiyle
yaklasik olarak 550 nm de ¢ikan maksimum absorbans olugsan parcaciklarin
nispeten daha kisa olan kenarlarina ait iken yaklasik olarak 728 nm de ¢ikan
maksimum absorbans ise olusan anizotropik parcaciklarin nispeten daha
uzun olan kenarlarindaki altin atomlarina aittir. Tohum ¢o6zelti miktari 2,0 mL

olmasi durumunda ¢cogu parcacik izotropik bir bagka deyigle kiresel yapiya
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sahip olmakla birlikte kismen topaklanmig parcaciklarda bulunmaktadir. Bu
parcacilarin UV-GB spektrumuna bakildiginda (Sekil 7.38b) yaklasik olarak
603 nm de tek maksimum absorbans vermesi izotropik bir blylmenin
oldugunu gostermekle birlikte topaklanmanin da meydana geldigini
gostermektedir. Keza baslangicta kirmizi olan ¢ozelti rengi 3 saat surenin
sonrasinda c¢oOzelti acik kahverengine doénusmustir. Yapilan analiz
sonucunda parcacik caplari 10-45 nm arasinda degismektedir. Tohum
miktarinin artirllmasi ile birlikte cap artigi ile hem anizotropik parcacik
olusumu baskin hale gelmis hem de parcaciklar bir araya gelerek biyuk

topaklanmalar olusturmusglardir.
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Sekil 7.38. Tohum miktarinin degistiriimesiyle elde edilen parcaciklarin UV-
GB spektrumlari: (a) 1,0 mL, (b) 2,0 mL, (c) 2,5 mL ve (d) 5,0

mL tohum c¢ozeltisi.

UV-GB spektrumlari incelendiginde (Sekil 7.38c ve d) iki farkli maksimum
absorbansa sahip olmasi ve spektrumlarin yayvan olmasi anizotropik

parcacik olusumu ile birlikte topaklasmanin oldugunu da géstermektedir.
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Bununla birlikte gozlemsel olarak pargaciklarin ¢oézelti renklerinin belirli bir
sure sonunda koyu kahverengi olmasi topaklasmanin meydana geldigini
gostermistir. Tohum bilylutme yontemi ile sentezlenen parcaciklarin cap
dagilimi ve tdrinin homojen olmamasi sebebiyle SERS sinyallerinde
tekrarlanabilirlik olduk¢a dusuk olacaktir. Her ne kadar, anizotropik
parcaciklarin ve topaklanmis pargaciklarin Raman sacilmasi ¢ok kuvvetli
olmasina ragmen her seferinde ayni buyudklikte topaklanmis parcaciklarin
sentezlenmesinin olduk¢ca gic olmasi nedeniyle SERS platformu olarak bu
parcaciklarin kullanimini kisittamaktadir. Bu nedenle kuresel parcgaciklarin

sentezinde ikinci bir ydntem olan sitrat indirgeme yontemi denenmistir.

7.5.2. Sitrat indirgeme yontemiyle sentezlenen altt  n nanoparcaciklarin

karakterizasyonu

Sitrat indirgeme yontemiyle elde edilen parcaciklarin TEM gortntileri Sekil
7.39a ve 7.39b’de verilmigtir. Gorluntilerden de anlasilacagl Uzere elde
edilen parcaciklar kuresel sekilde olup ortalama c¢api 15 nm olarak
belirlenmistir. Olugan parcaciklarin UV-GB spektrumu incelendiginde (Sekil
7.39c) 550 nm de maksimum absorbans vermesi olusan parcaciklarin
iceriginin altin oldugunu gdstermekle birlikte elde edilen spektrumun hem
nispeten dar bir dagilm vermesi hem de tek bir absorbans vermesi
parcaciklarin izotropik bir sekilde olustugunu ve herhangi bir topaklanmanin
olmadigini gostermektedir. Nitekim ¢6zelti rengi indirgenmenin baglangicinda
mavi iken yaklagik olarak 70 saniye sonra ¢oOzelti sarap kirmizisi rengini
almis ve bu rengini yaklagik olarak oda sicakliginda bir ay boyunca
muhafaza etmigtir ( bu sirenin sonunda ¢ozelti acik kahverengini almigtir).
Goruldaga gibi elde edilen parcacik dagilimi oldukca homojen olmasi SERS
sinyalinin de tekrarlanabilir olmasina biyik o6lcide katki saglayacaktir.
Bununla beraber polimer firgca-altin nanoparcacik hibrit sistemlerinde kritik
captan (20 nm) kuguk olmasi boéyle bir sistemde kullanabilirligine olanak

saglamaktadir. Bu nedenle SERS calismalarinda tohum blyttme yontemi ile
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sentezlenen parcaciklar yerine sitrat ile indirgeme yontemiyle sentezlenen

parcaciklar kullanilacaktir.

Absorbans (a.u.)
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Sekil 7.39. Sitrat indirgeme yontemiyle elde edilen parcaciklarin (a) DusuK,
(b) Yuksek buyutmeli TEM gorunttleri ve (c) UV-GB spektrumu.

7.6. Sicaklik Duyarlh P(MEO ,MA) Fircalar Uzerine Altin Nanoparcacik
immobilizasyonu

Altin nanoparcgaciklar sentezlendikten sonra suilfidril u¢ gruba sahip sicaklik
duyarlh polimer firca ile modifiye edilmis silisyum yizeyler lzerine bu
parcaciklarin immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Bunun igin silisyum veya
cam yuzeyler 3,0 mL sitrat indirgeme yontemiyle hazirlanan altin
nanoparcacik cozeltileri icerine konulmus ve c¢oOzelti oda sicakhidinda ve

karanhkta doner Kkaristiricida karistiriimistir.  Belirli zaman araliklarinda
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karigimdan alinan yluzeyler deiyonize su ile 5 dakika boyunca sonike edilmig
ve ardindan azot gazi ile kurutulmustur. Sekil 7.40'da cesitli zaman
araliklarinda cam ylzeyinden alinan UV-GB spektrumlari ile zamana karsi
absorbans degeri degisimini gosteren grafik verilmistir. Analiz sirasinda cam
yuzeyler deiyonize su iceren kuvetlere konulmus ve daha sonra lsaat
beklenerek polimer fircalarin  sismesi saglandiktan sonra analiz
gerceklestirilmigstir.

0.25 0.25
B
() ..

__ 0204 0.20] e
3 2
« ©
= 0.15 ~ 0.15| A
s w 015 Y
© ®
£ 2 .
5 0.10f g o10f
0 7] °
2 2
< < /

0.05) 0.05.*

' |
/
0.00 " 1 " L M 1 N L omﬂ‘ { i i 3
450 500 550 600 650 700 0 5 10 15 20 25
Dalga Boyu (nm) Siire (saat)

Sekil 7.40. immobilizasyon siiresine karsi elde edilen UV-GB spektrumlari
ile absorbans degerlerindeki degisim P(MEO,-MA) firca
modifiye edilmig cam ytzeyler “blank” olarak kullaniimigtir).

Sekil 7.40a incelendiginde yilzeyler tzerine altin nanoparcacik immobilize
edildiginde yaklasik 554 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi
yuzeylere altin nanoparcaciklarin immobilize edildiginin bir gostergesidir.
Bununla birlikte immobilizasyon stiresince bu dalga boyundan daha yuksek
dalga boyunca kaymamasi ve spektrum genisliklerinin hemen hemen
degismemesi tum zaman araliklari igin altin nanoparcaciklarin ylzey
Uzerinde topaklasmadigini gostermektedir [Nath ve ark., 2004]. Ayrica altin
nanoparcaciklarin c¢ozelti icerisindeki maksimum absorbans verdigi dalga
boyu 521 nm (Bknz Sekil 7.39) belirlenmisti. Goéralduagia gibi  altin
nanoparcaciklar belirli bir ylzeye immobilize edildiginde maksimum
absorbansi daha uzun dalga boyuna kaymasi yluzey tzerindeki pargaciklarin
cOzelti icersindeki parcaciklara gore optik alan yogunlugunun daha diguk

olmasindan ve parcaciklarin cam ylzeyine immobilize olmasi sonucu kirllma
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indisinin degismesinden dolay! kaynaklanmaktadir [Tokarev ve ark., 2004;
Nath ve ark., 2004]. Sekil 7.40b incelendiginde immobilizasyon suresinin
artmasi ile absorbans degerlerinde de artis meydana gelmis ve 16 saat
immobilizasyon siresinden sonra absorbans maksimum degerine ulasarak
sabitlenmistir. Bu durum immobilizasyon suresinin artmasi ile birlikte cam
ylzeyindeki altin nanopargacik sayisinin arttigini ve 16 saat immobilizasyon
suresi sonunda ylzeyin tamami altin nanoparcacik ile kaplandigini
gostermektedir. Elde edilen bu veriler P(MEO,-MA) fircalarin altin
nanopargaciklarin homojen bir sekilde immobilizasyonu igin uygun oldugunu
da gostermektedir.

immobilizasyon siiresi ile silisyum yiizeyindeki bagil altin elementinin miktari
XPS analizi ile belirlenmistir. Sekil 7.41'de altin elementinin bagil miktarinin
immobilizasyon siresi ile degisimi gosterilmektedir. Sekil incelendiginde,
immobilizasyon siresi 1-16 saat araliginda degistiginde silisyum ylizeyindeki
altin elementinin bagil miktari % 1,11-4,56 araliginda degismekte ve bu sire
sonunda altin miktarinda onemli bir artis olmamaktadir. Bu durum 16 saat
immobilizasyon suresi ile ylizeyin tamaminin altin parcaciklar ile kaplandigini

gostermektedir. Bu sonugclar UV-GB analizini de destekler niteliktedir.
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Sekil 7.41. Bagil altin miktarinin immobilizasyon siresi ile degimi.

immobilizasyon siiresinin 16 saat olmas! durumunda elde edilen XPS genel
spektrumu ile Au 4f ve S 2p yiksek c¢ozunarlik XPS spektrumlart Sekil
7.42'de gosterilmektedir. Altin nanoparcacik immobilize edilmis silisyum
yuzeylerin XPS genel spektrumuna incelendiginde yaklagsik olarak 544 eV,
352 eV, 332 eV, 87 eV ve 84 eV baglanma enerjilerinde sirasiyla Au 4ps,
Au 4ds;, Au 4ds;,, Au 4fs, ve Au 4f; piklerinin gortlmesi ylzeyde bulunan
parcaciklarin altin icerikli oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte biri 83,7
eV baglanma enerjisinde, digeri 87,4 eV baglanma enerjisinde ikili Au 4f
piklerinin elde edilmesi (Sekil 7.42b) yiizey lzerinde Au® seklinde altin
elementinin bulunduguna en guclu kanittir. Ayrica 85 eV civarinda herhangi
bir pikin elde edilmemesi +1 yikseltgenme basamagina sahip altin iyonunun
bulunmadigina ve bdylece altin parcaciklar tzerine adsorbe olmus altin
iyonlarinin olmadigini gostermektedir [Gupta ve ark., 2010]. Yuzeyler tizerine
altin nanopargacik immobilizasyonundan sonra S 2p yuksek ¢ozunurlik XPS
spektrumu incelendiginde (Sekil 7.42c) ise 4 farkli pik elde edilmistir. 162,0
eV ve 162,9 eV baglanma enerjilerinde altin atomuna bagh kikurt elementine
ait pikler ile 164,2 eV ve 165,4 eV baglanma enerjilerinde altin atomuna

baglanmamig serbest sulfidril grubundaki kukurt elementine ait piklerin
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g6zlenmesi ylzeylerde altin nanopargaciklarin kovalent olarak baglandigini
ve sterik etki nedeniyle altin pargaciklarin baglanmadigi serbest sulfidril

grubunun oldugunu gostermektedir.
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Sekil 7.42. Altin nanoparcacik immobilize edilmis yuzeylerin (a) Genel ve

(b,c) Au 4f ve S 2p yuksek ¢ozunurlik XPS spektrumlari (altin
nanoparcacik immobilizasyon stiresi: 16 saat).

Sulfidril u¢ gruplara altin nanoparcacik immobilizasyonu sonrasinda tim altin
nanoparcaciklarin  yizeylerin u¢ kisminda oldugu dusunidlmektedir.
Hazirlanan P(MEO,-MA) fircalarin asilama yogunlugu 0,7 zincir/nm? ve
yluzeye asilanmis makromolekiller arasi uzaklik ise 1,35 nm olarak
bulunmustu. Polimer fircalarin ylzey Uzerinde maksimum agsilama yogunlu
1,0 zincir/nm? oldugu disinildiginde P(MEO,-MA) fircalarin  ylizey
uzerinde siki bir sekilde istiflendigi gostermektedir. Bununla birlikte

makromolekuller arasi uzakligin parcacigin ¢apindan oldukca digsik olmasi
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altin nanoparcaciklarin higbir zaman silisyum ytzeyi ile etkilesime girmedigini
sadece polimer fircalar ile etkilestigini gdstermektedir. lyi bir ¢odziiciide
bulunan polimer fircalarin segmental hareketlerinin de iyi olmasi sulfidril
grubu ile altin parcacigin karsilasma ihtimalini artirmasinin yani sira bir kisim
parcacigin da polimer fircanin igine dogru difuzlenebilme ihtimalini de
artirmaktadir. immobilize edilen altin nanoparcaciklarin yiizeylerde uc¢ grup
olarak konumlandigini XPS ile de kanitlanmistir. XPS karakterizasyonu
sirasinda X-1gini ile ylizey arasindaki acgi (take-off angle) 90° ile 0° araliginda
degistiriimis her bir aci degisikliginde bagil altin miktarindaki degisimler
incelenmigtir. Sekil 7.43'de farkhh temas acilarina karsilik bagil altin
miktarindaki degisim gosterilmistir. Sekil incelendiginde acinin sifir degerine
yaklagmasi ile birlikte altin elementinin bagil miktari da oldukca azalmistir. Bu
sonu¢ altin nanoparcaciklarin hemen hemen timiandn ug grup seklinde
bulundugunu gostermektedir. Bununla birlikte ag¢i degerinin sifir olmasi
durumunda dahi altin elementinin oldugu belirlenmistir. Bu durum iki sekilde
aciklanabilir: (1) Yuzeyler ¢ozeltiden c¢ikarilip kurutuldugunda polimer fircalar
tekrar entropik bir dizenlenmeye ugrayarak bizulme davranigi gosterirler ve
bdylece ug¢ gruptaki parcaciklar polimer zincirlerin igcine dogru kivriimig
olabilir; (2) Altin nanoparcaciklarin cok kicuk bir kismi, ayni polimer zinciri ya
da komsu iki polimer zincirinde bulunan dietilen glikol gruplarinin selatlastirici
etki gostererek altin ile dietilen glikol gruplari arasinda yalanci tag eter
seklinde kompleks yapi olusturmusg da olabilir [Diamenti ve ark., 2009; Gupta
ve ark., 2010].
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Yiizey ve X-1sin1 Arasindaki Agi

Sekil 7.43. Bagil altin miktarinin agi ile degisimi.

Sicakhk duyarh polimer firgalarin tzerinde nanoparcgacilarin dagilimi AFM ile
karakterize edilmistir. Sekil 7.44'de yiiksek alan (5x5 pm?) ile diisiik alan (1x1
um? ) icin iki boyutlu AFM goruntuleri verilmistir. Sekilden de anlasilacagi
Uzere altin nanoparcaciklar ylzeyler Uzerinde homojen bir sekilde
dagiimislardir. Goéruntu Uzerinden dort farkli bolgede bulunan partikillerin
sayisi XEI programi ile sayiimis ve ortalama partikill sayisi 185 partikiil/ pm?
olarak belirlenmigtir. Yuzeyler Uzerine altin nanoparcacik immobilize
edildikten sonra RMS degeri 6,48 nm olarak belirlenmistir. Her iki AFM
goruntisu incelendiginde altin nanoparcaciklarin seklinin kiresel yapidan
saptigi gorilmektedir. Bu durum AFM analizinde kullanilan igne ile ylizeydeki
parcaciklarin etkilesmesinden kaynaklanmaktadir. Bir baska deyisle AFM
ignesi yuzeyi taradiginda altin nanoparcaciklari yizey tzerinden koparmaya
zorlamaktadir (“tip-surface convolution effect”). Pargaciklar ytzey tzerinde
kovalent olarak bagli bulundugundan yluzeyde ignenin etkisiyle parcacik
seklinde ve goérinen caplarinda degisiklik olmaktadir [Minko ve ark, 2002;
Gupta ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2008; Williams ve ark., 2013]. Nitekim,
20 nanoparcacik tzerinden yapilan analizde parcaciklarin yikseklik degerleri

ortalama 19 nm, genislik degerleri 42 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 7.44. Altin nanoparcacik immobilize olmus yuzeylerin (A) Yiksek alan
5x5 pm?, (B) Dusiik alan 1x1 pm? 2D AFM goriintiileri.

Hazirlanmis olan polimer firga/altin nanoparcacik hibrit sistem sayesinde
elde edilen silisyum yuzeyler altin nanoparcaciklarin Raman sacilimini
kantitatif olarak artirmasindan dolay!r bu yilzeyler SERS platformu olarak
kullanilabilir. Ozellikle polimer firgalarin sicaklik duyarli olmasi ve faz gecis
sicakhginin vicut sicakhgina yakin olmasi hazirlanan bu platformun ayni
zamanda biyo-uygulamalarda “akilli ytzey’ler olarak kullaniimasina olanak
vermektedir. P(MEO,-MA) fircalarin sicakligi degistirilerek Raman sinyalinin
de kontrol edilebilir olmasi hazirlanan bu platformun ayri bir 06zelligidir.
Hazirlanan SERS aktif hibrit sistemin sicaklik degisimine karsi nasil tepki
verdigi SERS analizi ile arastirilmisgtir. Bunun igin hazirlanan ytzeyler ilk
olarak 5,5 -ditiyobis-(2-nitrobenzoik aist) (DTNB) ile modifiye edildikten sonra
cesitli sicakliklara kadar isitiimis ve her bir sicaklik degisimlerinde isil
dengenin saglanmasi i¢in 10 dakika beklenilmistir.
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Sekil 7.45. (a) Farkli sicakliklarda alinan SERS spektrumlari, (b) Sicakhgin
fonksiyonu olarak SERS siddetlerindeki deg@isim ve (c) Bu
degisimin birinci tlrev egrisi.

Sekil 7.45'de farkli sicakliklarda alinan SERS spektrumlari, sicakligin

fonksiyonu olarak Raman saciima siddeti ile bu degisimin birinci tirev egrisi

verilmigtir. Sekil 7.45a’da goraldugu gibi sicakhk artisi ile birlikte band
siddetlerinde artis meydana gelmektedir. Bu artig sicakligin artmasiyla
birlikte nanoparcaciklar arasindaki uzakhgin azalmasi ile birlikte lokal

elektromagnetik alanin artmasindan kaynaklanmaktadir [Hill ve ark., 2010].

SERS sinyallerinin parcaciklar arasi uzakligin lokal elektromagnetik alanin

12. kuvvetiyle ters orantili oldugu bilindiginden nanoparcgaciklar arasindaki

uzakhgin azalisi SERS sinyallerinin  artmasina c¢ok fazla katkisi

bulunmaktadir. Polimerin sicaklikla konformasyonel degisiklige ugramasi
sonucu nanoparcaciklar arasi uzaklik ise artirilabilir veya azaltilabilir.

Sicaklikla SERS siddetinin degisimi Sekil 7.45b’de gOosterilmigtir (referans

olarak 1338 cm™dalga sayisindaki aromatik nitro grubu alinmistir). Sicaklik

20-28 °C arahginda degistirildiginde SERS siddetlerinde belirli oranda bir
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artis varken, sicaklik 30-40 °C araliginda degistiginde SERS siddetlerinde
onemli Olctde artig gozlenmigstir. Daha sonra ise sicakligin artirilmasi SERS
siddetlerinde herhangi bir degisiklige yol agmamigtir. Sicaklik, polimerlerin
konformasyonel degisimin ugrayacagi sicakliga yaklastiginda uc grup olarak
bulunan parcaciklar birbirine dogru yaklasir ve SERS siddetlerinde artig
meydana gelir. SERS siddetlerinin sicakliga gore birinci tlrevi alindiginda
(Sekil 7.45c) polimer fircalarin faz gecis sicakhgr 33 °C olarak belirlenmisgtir.
Su degme acisi ile yapilan calismada faz gecis sicakligi 33,7°C olarak
belirlenmisti. Goraldigu gibi  altin - nanoparcaciklarin - immobilizasyonu
polimerlerin faz gecis sicakliginda herhangi bir degisime neden olmamistir.
Bununla birlikte LCST altindaki ve Uzerindeki sicakliklara isitma-sogutma
cevrimleri sonucu SERS sinyallerin oldukc¢a tekrarlanabilir oldugu da
belirlenmistir (Sekil 7.46). Sicaklikla SERS siddetinin kontrol edilebiliyor
olmasi hazirlanan hibrit sistemin 6zellikle klinik uygulamalarda yeni bir yol

acacagl dusunulmektedir.
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Sekil 7.46. Sicaklikla SERS siddetinin tersinir degisimi.

Polimer fircalarin LCST degerinin Ustindeki sicakliklarda yuzey Uzerindeki
altin nanoparcaciklarin nasil bir dagihm gosterdigi sicakhk kontrolli AFM

analizi ile belirlenmistir. Sekil 7.47'den de gorilecegi gibi sicakhgin LCST
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Uzerinde oldugu durumda parcaciklar bir araya gelerek topaklagsmis yapilar
olusturmusglardir. Bu topaklasma sonucu RMS degeri 6,48 nm den 10,2 nm

degerine yukselmigtir.

T>LCST

REEEL

T<LCST

Sekil 7.47. Sicakligin LCST altin ve dsttiinde oldugu durumlarda parcacik
bagli yliizeylerin 2D AFM gdruntileri.

7.7. DNA Hibridizasyonu

Silisyum yuzeyler tzerine altin nanoparcacik baglandiktan sonra yuzeyler
Uzerine Raman aktif boyar maddeleri ile modifiye edilmis tek iplik DNA (ss-
DNA) kullanilarak hazirlanan hibrit sistemin tani kiti olarak kullanilabilirligi
arastirilmistir.  DNA hibridizasyon takibinde kullanilacak olan DeltaNu
Examiner Raman Microscope (Deltanu Inc., Laramie, WY) Uzerinde 785 nm
lazer kaynagdi bulunmaktadir. Lazerin dalga boyu ile hibridizasyonda
kullanilacak olan boyar maddelerin uyariima dalga boyu ile rezonansa
geldiginde guclu ve tekrarlanabilir SERS sinyalleri elde edilmektedir. Sayet
boyar maddenin uyariima dalga boyu ile lazerin dalga boyu rezonansa
gelmezse SERS sinyallerinde énemli dlciide azalma olmaktadir. Bir bagka

deyigle guriltt/sinyal orani ¢ok buyuk olmaktadir [Fales ve ark., 2011]. Biris
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ve arkadaslarinin karbon nanottp tzerinde kanser hucreleriyle yaptiklari bir
calismada lazerin dalga boyunun elde edilen Raman spektrumun 6zelliklerini
nasil degistirdigini gostermiglerdir [Biris ve ark., 2009]. Geiman ve grubunun
yaptiklari bir calismada on adet ticari boyar maddenin normal Raman ve
SERS analizini gergeklestirmislerdir. Yaptiklari bu ¢calismada boyar maddenin
spektral Ozelliklerinin kullanilan lazer kaynaginin dalga boyu ile dogrudan
alakali oldugunu gdstermislerdir [Geiman ve ark., 2009]. Son zamanlarda
yapillan hesaplamalar ve deneysel calismalar SERS analizinde anlamh
sinyaller elde edebilmek icin kullanilan lazer kaynagi ile birlikte incelenecek
olan molekulin dogru secilmesi gerektigi gosterilmistir [Puebla ve ark., 2012;
Stokes ve ark., 2007]. Bu nedenle anlamli ve tekrarlanabilir SERS sinyalleri
alabilmek icin indocyanin yesili (ICG, Aexcitation = 750 nm ) ve metilen mavisi
(MB, Aexcitation = 763 nm) modifiyeli DNA tek iplikgikleri tercih edilmistir. Bu
boyar maddeler ile 785 nm dalga boyunda lazer kullanilarak yapilan bazi
SERS calismalarinda anlamh sinyallerin alindigi gosterilmistir [Fales ve ark.,
2011; Kneipp ve ark., 2005]. Bahsi gecen boyar maddelerin kullaniimasiyla
hazirlanan polimer firca-altin nanopargacik hibrit sistemin SERS platformu
olarak kullanilabilirliginde hassasiyet ve tekrarlanabilirlik 6nemli 6lctde

artirllmis olacaktir.

Silisyum yuzeylere altin nanopargcacik immobilizasyonundan sonra
hazirlanan hibrit sistemin Hepatit B teshisinde kullanilacak SERS tabanli
analiz sisteminin gelistirilmesi icin ytzeylere ilk olarak 3’ ucu tiyollenmis ve 5’
ucu SERS analizi icin metilen mavisi (MB) boyalari ile modifiyeli DNA tek
iplik¢igi baglanmistir. Bunun igin ilk dnce prob-ssDNA optimum adsorpsiyon
derigimi belirlenmistir. Altin nanoparcacik kapli ytzeyler farkli derigsimlerde
prob-ssDNA iceren c¢ozeltiler icerisine konulmus ve 24 saat boyunca oda
sicakhginda ve karanlikta bekletilmigtir. Bu slire sonunda yluzeyler ¢ozeltiden
alindiktan sonra yuzeye fiziksel olarak baglanmigs ssDNA tirlerinin
uzaklagmasi icin yilkama tamponu ile yikanmis ve daha sonra yuzeyler azot
gazi ile kurutulmustur. Yapilan bu iglemler Sekil 7.48'de sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 7.48. Altin nanoparcacik bagh silisyum ytzeylere prob-ssDNA
baglanmasinin sematik gosterimi.

Hazirlanan herhangi bir DNA ciplerinde hassas ve tekrarlanabilir sonuclar
alinabilmesi icin  DNA iplikciklerinin yltzeylere baglanmasinda optimum
kosullari belirlemek en kritik asamalardan birisidir. Ozellikle prob DNA
iplikgiklerinin ytzeyler Uzerinde en diuzgun sekilde kovalent baglanmasi
saglandigr takdirde hedef DNA iplikciklerinin de duzgin bir sekilde
baglanmasina yol acacak ve bdylece hassasiyet ve tekrarlanabilirlik
artacaktir [Zhang ve ark., 2007; Hessner ve ark. 2003]. Bu nedenle bu
calisma kapsaminda ilk olarak optimum prob-ssDNA derigimi belirlenmigtir.
Sekil 7.49'da metilen mavisi (MB) modifiyeli prob-ssDNA molekiliine ait
SERS spektrumlari ile SERS siddetinin prob-ssDNA derigimi ile degdisimi

verilmigtir.
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Sekil 7.49. (a) MB modifiye prob-ssDNA derigimlerine kargsilik elde edilen
SERS spektrumlari ve (b) 1620 cm™ referans alinarak farkli prob-
ssDNA derigsimlerine kargi SERS siddetindeki degisim.

Sekil 7.49a incelendiginde tim prob-ssDNA derisimlerinde MB karakteristik
tum bantlari gérilmektedir [Dong ve ark., 2011]. Bu bantlardan en énemlileri
453 cm™ dalga sayisinda C-N-C deformasyonuna karsilik gelen saciima
bandi, 1502 cm™ dalga sayisinda C-C halka gerilmesine ve 1620 cm™ dalga
sayisinda C-N gerilmesine karsilik gelen sacilma bandinin gorilmesi tim
derigimler icin prob-ssDNA iplikciklerinin ylzeyler Uzerine kovalent olarak
baglandiginin gostergesidir. Spektrumlar incelendiginde derisim artmasi ile
birlikte Raman sacilma miktarlarinda artis meydana gelmektedir.
Spektrumlarda sacilma siddeti bakimindan en baskin band olan C-N
gerilmesi (1620 cm™) referans alinip derisime karsilik grafige gecirilmistir
(Sekil 7.49b). Grafik incelendiginde prob-ssDNA derisimi arttikca SERS
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siddetinde de artis meydana gelmigtir. Bununla birlikte derisim 1,0 pM’dan
daha fazla oldugunda SERS siddetinde dnemli bir artis olmamigtir. Bu durum
altin  nanoparcaciklarin  prob-ssDNA bakimindan doygunluga ulastigi
soylenebilir. Sonuc¢ olarak prob-ssDNA'nin ylzeylere baglanabilmesi icin

optimum derigimin 1,0 uM oldugu anlasiimaktadir.

Altin nanoparcacik kaplh silisyum yluzeylere yukaridaki derisimlerde Cy5
etiketli prob-ssDNA baglanmis ve floresans mikroskobu ile incelenmigtir.
Meilen mavisi boyar maddesi ayni zamanda yakin-IR bélgesi (NIR) florofor
madde olup klinik uygulamalarda NIR bélgesinde géruntileme ajani (kontrast
ajani) olarak kullaniimaktadir [Neto ve ark., 2003]. Metilen mavisi modifiyeli
herhangi bir biyomolekulin fluoresans mikroskobu ile takip edilebilmesi icin
760 nm dalga boyunda uyariimasi gerekmektedir [Kobayashi ve ark., 2007].
Calisma kapsaminda kullanilan fluoresans mikroskobunda ise WG filtresi bir
bagska deyisle 510-550 nm dalga boyu araliginda calisan vyesil filtre
bulunmaktadir. Bu nedenler, hibridizasyon takibinde daha anlamli fluoresans
sinyallerin alinmasi amaciyla prob-ssDNA’'nin bir ucu Cy5 (Aexcitation = 550 nm)
boyasi ile modifiye edilmistir. Sekil 7.50’de farkli DNA derisimlerine karsilik
elde edilen fluoresans goruntuleri gosterilmektedir. Sekil incelendiginde
derisim 0,01 uM oldugunda ytzey tzerinde DNA miktari distkken derisimin
artirlmasiyla yuzeyler tzerinde DNA miktar artmaktadir. Derisim 1,0 pM
oldugundan ise goruldagu gibi yizeyin hemen hemen tamami prob-ssDNA
ile kaplanmistir. Elde edilen bu veriler sayesinde prob-ssDNA i¢in optimum

derisimin 1,0 uM oldugu séylenehbilir.
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Sekil 7.50. Cy5 etiketli prob-ssDNA farkli derisimlerine karsi elde edilen
fluoresans gorunttleri (Skala: 200 um).

Yuksek hassasiyette calisan ve guvenilir sonuclar veren bir DNA ¢ip
tasariminda diger kritik basamaklardan birisi de prob-ssDNA iplik¢iginin
immobilizasyon sdresidir. Hazirlanan hibrit sistem (Gzerine prob-ssDNA
baglanmasinda immobilizasyon stresinin etkisini inceleyebilmek icin ylzeyler
optimum derisimde prob-ssDNA iceren c¢ozeltiler icersinde c¢esitli zaman
araliklarinda bekletiimis ve yilkama iglemlerinden sonra kurutularak SERS
analizi gerceklestiriimigtir. Sekil 7.51'de farkhh immobilizasyon sirelerinde

elde edilen spektrumlar verilmistir.
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Sekil 7.51. (a) MB modifiye prob-ssDNA adsorpiyon siresine karsilik elde
edilen SERS spektrumlari ve (b) 1620 cm™ referans alinarak
farkl prob-ssDNA adsorpsiyon suresine kargi SERS siddetindeki
degisim.

Sekil 7.51a incelendiginde adsorpsiyon siresinin artmasiyla birlikte SERS

spektrumlarin siddetleri artmistir. Bu durum adsorpsiyon stiresi ile ylzeydeki

DNA miktarinda artis oldugunun gostergesidir. 1620 cm™ dalga sayisindaki

bandin siddeti referans alinip adsorpsiyon suresine karsi grafige

gecirildiginde (Sekil 7.51b) adsorpsiyon siresinin artmasiyla bandin saciima
siddetleri artmaktadir ancak adsorpsiyon siresi 12 saat oldugunda saciima
siddetinde bir dnceki sureye (9 saat) gore 6nemli bir artis olmamigtir. Bu
durum 12 saatlik adsorpsiyon sonucu ytuzey DNA yoninden doygun
oldugunu go6stermektedir. SERS analiz sonuclari dikkate alindiginda
immobilizasyon siresi 12 saat oldugunda prob-ssDNA baglanmasinin

optimum oldugu soylenebilir.
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Sekil 7.52. Cy5 etiketli prob-ssDNA farkli adsorpsiyon surelerine karsi elde
edilen floresans goéruntuleri (Skala : 100 pm).

Optimum adsorpsiyon suresi fluoresans mikroskopu analiz ile de
desteklenmigtir. $Sekil 7.52 incelendiginde adsorpsiyon suresi arttikga
yluzeydeki DNA miktarinda artis meydana gelmigstir. Adsorsiyon siresi 12
saat oldugunda ise yuzeyin hemen hemen tamaminin DNA ile kaplandigini

gOstermektedir.

Yuzeyler Uzerine prob-ssDNA baglandiktan sonra yuzeyler lzerine hedef
DNA iplikciklerinin baglanmasi ile ilk DNA hibritlesmesi gerceklestirilmistir.
Hibritlesme igin farkli derisimlerde (0,001 fM-6,0 uM) hedef DNA iplik¢ikleri
kullanilarak hazirlanan hibrit sistemin tayin edilebilme siniri hakkinda bilgiler
toplanmistir. Bunun yani sira hazirlanan hibrit sistemin SERS tabanl olmasi
icin ve elde edilecek olan sinyallerin hassasiyetini/tekrarlanabilirligini artirmak

icin 1ICG etiketli DNA ipilik¢igi ile modifiye edilmis altin nanoparcaciklar
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kullaniimigtir.  Boylece  ylzeyler Gzerinde ikinci  bir  hibritlesme
gerceklestirilerek “sandvig tip” yapi olusturulmustur (Sekil 7.53).

etiket-ssDNA

1) PT
2) hedef-ssDNA

HsC

Sandyvig tip hibridizasyon

HaCl

Sekil 7.53. Prob-ssDNA bagl yuzeyler Gizerinde “sandvig tip”
hibridizasyonun sematik gosterimi.

Hibritlesme yapilmadan 6nce ilk dnce etiketsiz ve 3’-ucu tiyollenmig prob-
ssDNA baglanmigtir. Bdylece metilen mavisi ile indocyanin yesili boyar

maddelerine ait spektrumlarinin karismasi engellenerek sadece etiket ss-
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DNA takip edilerek yuzeyler tizerindeki hedef-ssDNA hakkinda bilgiler dolayl
yontemle takip edilmistir. Bunlarin yani sira prob-ssDNA bagladiktan sonra
yluzeyler (zerinde non-spesifik baglanmalari engellemek icin altin
nanoparcaciklarin bos yizeyleri (prob-ssDNA baglanmamig) propantiyol (PT)
ile doldurularak tim altin nanoparcacik yuzeyleri pasifize edilerek hedef-
ssDNA'nin sadece prob-ssDNA ile etkilesmesi saglanmigtir. “Sandvig tip”

hibritlesme icin yapilan islemler Sekil 7.53'de sematize edilmistir.

Hazirlanan hibrit sistemin Hepatit B teshisinde kullanilabilirligini test etmek
icin hibridizasyon tamponunda farkli derigsimlerde hedef-ssDNA iceren
cozeltiler kullanilmis ve yukarida bahsedildigi gibi etiket-ssDNA iceren altin
nanoparcaciklar ile etkilestirilerek SERS ile karakterize edilmistir. Sekil
7.54'de cesitli hedef-ssDNA derigsimleri ile muamele edilerek elde edilen
“sandvi¢ hibrit” sisteme ait SERS spektrumu ile bunlara ait kalibrasyon grafigi
gorilmektedir (en baskin pik olan 1294 cm™ referans alinmistir). Sekil 7.54a
incelendiginde tum eslenik-ssDNA derisimlerinde ICG’ nin karakteristik tim
bantlari gorilmektedir [Kneipp ve ark., 2005]. Bu bantlardan en dnemlileri,
1293 cm™ ve 1528 cm™ dalga sayisinda C-C halka geriimesine ve 1620 cm™
dalga sayisinda C-N gerilmesine ve 1091 cm™ dalga sayisinda C-S asimetrik
gerilmesine karsilik gelen sacilma bandinin gortlmesi tim derisimler icin
etiket-ssDNA iplikciklerinin yuzeyler lzerine baglandiginin gdstergesidir.
Sekilden de goriulecedi gibi DNA derisiminin artmasi ile birlikte SERS
siddetlerinde artislar meydana gelmektedir. DNA derisimi 0,6 fM ve daha az
oldugunda SERS siddetlerinde 6nemli bir degisiklik olmamistir. Bu durum
yuzeylerde bu derisim araliginda gerceklesen hibridizasyonun SERS
cihazinin tayin edebilecegi bir aralikta olmamasindan kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte spektrumlarda blank olarak belirtilen spektrum ise ylzeyler
Uzerinde hedef-ssDNA olmadan etitek-ssDNA ile etkilestiriimesi sonucu elde
edilmistir. Ylzeylerde hedef-ssDNA olmadan da belirli bir spektrumun elde
edilmesinin sebebi yilizeyler tzerinde non-spesifik baglanmalarin oldugunu
gostermektedir [Kang ve ark., 2010; Li ve ark., 2013]. Spektrumlar DNA

derisimi 0,6 UM ve daha fazla oldugunda ise SERS siddetleri hemen hemen
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degismemistir. Bu durum yuzeylerin hibridizasyon bakimindan doydugunun
gostergesidir. Sekil 7.54b incelendiginde SERS siddetindeki anlamli ilk artig
hedef-ss DNA derisimi 0,6 fM oldugunda meydana gelmistir. Kaba bir
yorumla hazirlanan bu sistemin tayin edebilme sinirt (LOD) 0,6 fM oldugu

soylenebilir.
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Sekil 7.54. (A) Farkh derisimlerdeki hedef-ssDNA ile muamele edilmis
sicaklik duyarh ytzeylerin SERS spektrumlari, (B ve C) 1294
cm™ referans alinarak log ([DNA]) karsi SERS siddetlerindeki
degisim (grafiklerdeki standart saplamalar bes farkli 6lcim
sonucu elde edilmistir. T = 25 °C).

Elde edilen grafigin dogrusal oldugu bolge referans alinip grafige
gecirildiginde (Sekil 7.54c) korelasyon katsayisi (R 0.985 olan ve y =
1765.7log([DNA] (fM)) + 3740.9 seklinde tanimlanan bir dogru denklemi elde
edilmistir. Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi'nin (International
Union of Pure and Applied Chemistry,IUPAC) tayin edilebilme sinirinin
hesaplanmasi i¢in belirledigi 3s/m kriteri (s: hedef-ss DNA ile etkilestiriimemis
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yuzeylerin on farkli okuma sonucu elde edilmis SERS siddetlerin standart
sapmasi ve m: kalibrasyon grafiginin egimi) [Gilfrich ve ark., 1984] dikkate
alinarak yapilan hesaplama sonucu hazirlanan sicaklik duyarli polimer firca-
altin nanoparcacik hibrit sistemlerin Hepatit B teshisindeki tayin edilebilme

sinirit 0,44 fM olarak belirlenmistir.

Hazirlanan hibrit sistemin sicaklik duyarli olmasi digsardan uygulanacak olan
herhangi bir 1sil islem ile hibrit sistemin tayin edilebilme siniri degistirilebilir.
Bunu test etmek amaciyla farkli derisimlerde (0,001 fM-2,0 uM) hedef-ssDNA
kullanilarak “sandvic tip” hibridizasyon gerceklestiriimis ve yuzeyler 37 °C’ye
Isitiimis ve 1sil dengenin saglanmasi icin 10 dakika sire ile beklenmis ve
daha sonra SERS analizi gerceklestiriimigtir. Sekil 7.55'de gosterildigi gibi
farkl hedef-ssDNA derisimlerinin logaritmik fonksiyonuna karsilik SERS
siddetlerindeki degisim gdsterilmektedir. Sekilden de anlasilacagi tzere log
[DNA] arttikca SERS siddetlerinde de artis olmaktadir. Bu degisimin dogrusal
oldugu aralik dikkate alindiginda korelasyon katsayisi 0,996 olan y = 2888,1x
+ 6382,6 olan bir dogru denklemi elde edilmistir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda tayin edilebilme sinir1 0,13 fM olarak bulunmustur. Goraldugu gibi
Isil iglem sonrasinda tayin edilebilme siniri yaklasik olarak 3 kat
daguralmagtur. Sicakhgin polimer firganin LCST degeri Uzerinde olmasi
sonucu silisyum ytzeyine ilk agsamada baglanmis olan altin nanoparcaciklar
ile hibridizasyon sonrasinda ylzeye baglanan altin nanoparcacik arasindaki
mesafe kisalmis ve bunun sonucunda elektromagnetik guclendirmenin
artmasi  sonucu daha dustk derisimlerde anlamli SERS sinyallerinin

toplanmasina imkan vermigtir.



135

et (a.u.)
S 8 &
S 8 s

-

g (=]

(=]

[=]

(=] (=]
1

y = 2888.1x +6382.6
R%=0.981

-2

Sekil 7.55.

0 2 4 6 8 10
log ([DNA] (fM))

Farkli derigsimlerdeki hedef-ssDNA ile muamele edilmis sicaklik
duyarli yiizeylerin 1294 cm™ referans alinarak log ([DNA]) karsi
SERS siddetlerindeki degisim (grafiklerdeki standart saplamalar
bes farkl 6lcim sonucu elde edilmistir. T = 37 °C).

Literatirde DNA hibrittesmesi kullanilarak fluoresans, elektrokimyasal ve

kolorimetri temelli bir ¢cok sensor dizayni gerceklestiriimistir (Cizelge 7.3).

Tablodan da anlagilacagi gibi calisma kapsaminda silisyum ylzeylerinde

hazirlanan hibrit sistemin mevcut sensérlere gore oldukca disik tayin

edilebilme sinirina sahiptirler. Bu durum, hazirlanan SERS substratin lokal

plazmonik alani sayesinde sinyal guglendirme etkisinin olmasi, SERS

cihazlarinin bahsi gecen cihazlara gére gurulti/sinyal oraninin digsik olmasi,

polimer firca kullanimi ile birlikte yizeylerde molekiler kiriimalarin énlenmesi
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(basit organik molekulleringogu rijid yapiya sahiptir) gibi bir cok parametrenin

etkili olmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 7.3. Literatirdeki DNA tabanli analiz sistemlerin karsilastiriimasi.

Sensor Yapisi Analiz Tekni gi Tayin Referans
Edilebilme
Siniri
DNA/Au mikroarray Yuzey plazmon 10 nM Nelson ve ark.,
goruntileme 2001
Au Ylzey plazmon 10 fM He ve ark.,
nanoparcacik/DNA/Au yansitma 2000
yuzey
Boya/DNA/kuantum Fluoresans 4 nM Wang ve ark.,
nokta 2010
Metilen Elektrokimya 100 fM Xia ve ark.,
mavisi/DNA/elektrot 2010
Au iletkenlik 500 fM Park ve ark.,
nanopargacik/DNA/Au 2002
elektrot
Pb-Sn/DNA/AI Taramall 80 fM Wang ve ark.,
substrat kalorimetri 2010
Au nanoparcgacik Kolorimetri 1 pM Xu ve ark.,
2012

DNA cip calismalarin diger en 6nemli faktorlerden birisi de hazirlanan ¢ip

sisteminin spesifikligidir. Calisma kapsaminda hazirlanan hibrit sistemin

spesifikligini bir baska deyigle segciciligini test edebilmek igin tek nokta
mutasyonlu hedef-ss DNA (5'-ATA GCA CAT CCA TAT AAC TGA AAG



137

CCA-3"), cift nokta mutasyonlu hedef-ssDNA (5-ATA GCA CAT CCA TAT
AAC TGA TAG CCA-3) iplik¢cik ve eslenik olmayan tek iplikcik DNA (5'- AAA
TCA GGT TAT TCC ATA TAA-3') kullanilarak test edilmistir. Prob-ssDNA
bagl silisyum ylzeyler Gzerine DNA iplikcik iceren her bir ctzeltiden belirli
miktar damlatildiktan ve vyuzeyler yikanip kurutulduktan sonra etiket-
ssDNA/altin nanoparcacik iliklisi ile muamele edildikten sonra SERS analizi
gerceklestirilmigtir.
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Sekil 7.56. Farkli hedef-ssDNA turlerine kargi elde edilen SERS siddetleri
(1293 cm™ dalga sayindaki siddet referans alinmistir. Standart
saplamalar bes farkli 6lcim sonucu elde edilmistir. SSDNA
iplikcik derigimi: 0,6 pM; T= 25 °C).

Sekil 7.56'da 1293 cm™ dalga sayisinda elde edilen SERS siddetinin
degisimi gosterilmigtir. Grafikten de anlagilacagl tUzere tek nokta mutasyona
ugramis DNA iplik¢iginin SERS siddetinin eglenik-ssDNA bagl ylzeylere
gore yaklasik 9 kat, cift nokta mutasyona ugramis DNA iplik¢iklerinin ise
yaklasik 12 kat ve eslenik olmayan DNA iplikciginin ise yaklagik 20 kat daha
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az SERS siddetine sahiptir. Elde edilen sonuclardan anlagilacagl Uzere
hazirlanan hibrit sisteminin seciciliginin yiksek oldugunu géstermektedir. Tek
nokta, cift nokta ve eslenik olmayan DNA iplikcilerinde az da olsa SERS
sinyallerinin alinmasi prob-ssDNA ile diger DNA iplikcikleri arasinda non-
spesifik etkilesimlerin olmasindandir [He ve ark., 2012; Wang ve ark., 2010;
Liang ve ark., 2007].

Hazirlanan bir DNA cipin klinik uygulamalarda seciciliginin olmasinin yani
sira DNA c¢ipin stabilitesi, rejenerasyon sayisi hem maliyet acisindan hem de
kullanilabilirlik  bakimindan olduk¢ca 6nemlidir. Calisma kapsaminda
hazirlanan SERS tabanli hibrit sistemin stabilitesi, rejenerasyon sayisi ile
birlikte incelenmistir. Prob-ssDNA bagli silisyum disk yuzeylerine hedef-
ssDNA baglanip “sandvi¢ tip” hibridizasyon gercgeklestirildikten sonra
yuzeyler %10’luk SDS cOzeltisi icerisinde 50 °C'de 1 saat boyunca
bekletiimis ve ylzeyler su ile yikanip kurutularak SERS analizine hazir hale
getirilmistir. YUzeylerin nispeten daha derisik SDS c¢o6zeltilerinde bekletiimesi
DNA iplikcikleri arasindaki hidrojen baglarini koparak zincirlerin agilmasina
ve sonunda eslenik DNA'nin yluzeyden kopmasina neden olur. Bu iglem
yluzeye kovalent olarak bagli bulunan prob-ssDNA’nin yizeydeki konumunu
etkilemez ve sonucta yuzeyler hibridizasyon 6ncesine cevrilmis olur [Wang
ve ark., 2012]. DNA c¢ip Uzerinde yapilan rejenerasyon basamagi Sekil
7.57'de sematize edilmigtir.



139

. Q\N\
S
DN i-i ]
Rejenerasyon égb
H3C

1) PT =
2) hedef-ssDNA
3) Etiket-ssDNA .

k'

——a

iT~"N
H ne

H3C!

Sekil 7.57. Hibridizasyon sonrasinda yuzeylerin rejenere edilmesinin
sematik gosterimi.

Yuzeyler kurutulduktan sonra nispeten derisik SDS c¢6zeltisinde bekletilerek
yuzeylerden eslenik-ssDNA iplikgidginin  uzaklagmasi saglanmigtir. Bu
asamadan sonra tekrar hibridizasyon yapilarak SERS analizi gerceklestiriimis
ve daha sonra yuzeyler buzdolabinda (+4 °C) belirli streler bekletilerek
rejenerasyon-hibridizasyon iglemleri tekrar edilmistir. Sekil 7.58'de farkli
gunlerde rejenerasyon sayisi ile birlikte SERS sgsiddetlerindeki degisim
verilmistir. Grafik incelendiginde birinci rejenerasyon ve bir giin buzdolabinda
bekletiimesinden sonra SERS siddetlerinde herhangi bir degisiklik olmamig

ve bu durum bir ay bekletme ve ddérdinci rejenerasyon dahi gecerlidir.
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Sekil 7.58. SERS tabanl hibrit sistemin rejenerasyon sayisi ve kararliliginin
incelenmesi (1293 cm™ dalga sayisindaki sagiima siddeti referans
olarak alinmistir. Standart saplamalar bes farkli 6lcim sonucu
elde edilmis olup ssDNA iplikcik derisimi: 0,6 pM ve T= 25 °C).

Calisma kapsaminda hazirlanan hibrit sistemin hedef DNA iplikcigini
tanimasi, bu tanima 0zelliginin yuksek segicilikte olmasi ve kararlliginin
yuksek olmasi ayni zamanda bu sistemlerin Kklinik uygulamalarda
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu da go6stermektedir. Klinik
uygulamalarda ayni zamanda hizli élgciimlerin ve minumum 6rnek kullaniima
prensibi de g6z dnune alindiginda analitik bir cihaz olarak SERS cihazinin da
klinik uygulamalarda kullanilan cihazlara alternatif olabilecek bir 0Ozellikte
oldugu soylenebilir. Hazirlanan hibrit sistemin klinik olarak uygulanabilirligini
test etmek icin serum ornekleri icerisine cesitli derisimlerde hedef-ssDNA
(hastalik-ssDNA) ilave edilmis ve daha sonra bu c¢ozeltilerden belirli miktar
yuzeylere damlatiimis ve ardindan etiket-ssDNA/altin nanoparcgacik ikilisi ile
muamale edilerek SERS ile oda sicakliginda karakterize edilmistir. Elde
edilen sonuclar Cizelge 7.4'de verilmistir. Cizelge incelendiginde geri
kazanim oraninin oldukca yuksek olmasi ve bagil standart sapmalarin

olduk¢a dustk olmasi (ayni zamanda matriks etkisinin ihmal edilebilecek



141

dizeyde oldugu dusunulebilir) hazirlanan teshis sisteminin klinik uygulamalar
icin kullanilabilirligini destekler niteliktedir.

Cizelge 7.4. Serum 0Orneklerinden hastalik DNA 6rneklerinin hibrit sistem ile
geri kazanimi.

Serumdaki Bulunan DNA % Geri kazanim 2 % Bagll
hastalik DNA deri gimi standart sapma "
derigimi

0 - - -

0,8 fM 0,78 £ 0,03 fM 97,5 3,85
2,4 tM 2,39 0,10 fM 99,6 4,18
0,8 nM 0,61 +£0,03 nM 101,6 491
2,4 nM 2,41 +0,11 nM 100,4 4,56
0,8 pM 0,79 +£0,02 pM 98,8 2,53

& Her bir derigim icin bes farkli okumanin ortalama sonucudur.
b bagil standart sapma = (standart sapma/ortalama deger) X 100

Gunumizde Klinik uygulamalarda bireyin Hepatit B ile infekte olup olmadigi
ELISA (Enzyme- Linked Immuno Sorbent Assay) testi ile anlagiimaktadir.
ELISA testi temel olarak antijen-antikor etkilesimine dayanmaktadir. Hepatit
B teshisinde kullanilan ELISA tekniginde prob-antikor ilk olarak Hepatit B
antijenini yakaladiktan sonra antijen-antikor ikilisi bu sefer enzim bagh ikinci
bir antikor ile etkilestirilir. Ortama enzim substratinin ilavesi ile gerceklesen
enzimatik reaksiyon sonucu ortamda bulunan ilave reaktifler renkli bir Grtin
olusturur. Olusan renkli Grinin emit ettigi 1s1gin miktari uygun bir okuyucu ile
anlaml sinyallere donusturildukten sonra Hepatit B miktar teshis edilmis
olur. Hepatit B teshisinde ELISA testininin kullaniimasini kisitlayan en énemili
etken hastaligin erken teshise imkan verememesidir. Hastalhdin erken

donemlerinde antikor seviyesi dusik oldugundan bu yodntem ve diger



142

serolojik testler her zaman dogru sonug¢ vermeyebilir. Bununla birlikte belirti
vermeyen tagtyicilar, antikorun henliz olusmadigr vakalar, taslyici
annelerden dogan bebekler ve immunolojik reaksiyon godstermeyen
hastalarda bu testte yetersiz kalmaktadir. Hepaitit B teshisi icin kilinik olarak
uygulanan ve ELISA testine gore daha avantajli olan diger bir yontem ise
Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PCR) dir. Bu yontemde hastalikli bireyde
bulunan virtis DNA’sinin bir bdluminidn kopyalanmasi ve cogaltiimasi
esasina dayanir. Bu teknikte 6zel enzimlerin kullanilmasi, iglemlerin birden
farkh sicakliklarda yapiliyor olmasi ve en az bir ka¢ hafta hastalik evresinin
olmasi gibi dezavantajlarn vardir. Calisma kapsaminda hazirlanan hibrit
sistemin en 6nemli 6zelligi ELISA ve PCR sistemlerinin bu dezavantajlarini
kargilayacak diuzeyde olmasidir. Ayrica SERS analizinin oldukc¢a kisa sureli
olmasi ve orneklerin analiz sirasinda hicbir zarar gérmemesi gibi avantajlari
da vardir. Ayrica piyasada bulunan el tipi SERS cihazlarn da kullanilarak
salgin hastalik durumlarinda olay yerinde ve aninda analiz yapilabilecek

dizeyde olmasi hazirlanan ciplerin kullanim alanlarini artiracak dizeydedir.



143

7.8. Akci ger Kanseri Te ghisi icin Polimer Firga-Nanoparcacik Hibrit

Sistemlerin Hazirlanmasi

Calismanin bu asamasinda, akciger kanseri hastaliginin teshisi icin
hassasiyeti yuksek, hizli ve gulvenilir sonuclar veren polimer firca-
nanoparcacik hibrit sistemi ile SERS tabanli bir tani kiti hazirlanmistir. Bu
amacla ilk 6nce destek materyali olarak kullanilacak olan silika (SiOy)
nanoparcaciklar sentezlenmis ve daha sonra bu parcaciklar Gzerinde
polimerlesmeyi baglatacak olan 3-iodopropil trimetoksisilan (IPTS) molekilt
ile modifiye edilmis ve RCTP yontemi ile poli(glisidil metakrilat) (PGMA)
polimer fircalari sentezlenmistir. Daha sonra bu parcaciklar Gzerine akciger
kanseri belirteci olan anti-karsino embriyojenik antijen (anti-CEA) kovalent
olarak baglandiktan sonra CEA antijeni baglanmigtir. Hazirlanan sistemin
SERS tabanli olabilmesi icin manyetik gumuis nanoparcaciklar
sentezlendikten sonra Raman etiketi ve anti-CEA ile modifiye edilmistir. CEA
kapl silika nanotanecikler ile anti-CEA kapli manyetik gimus nanotanecikler
etkilestirilerek “sandvi¢” kompleksin olusmasi saglanmigtir. Olusan bu
kompleks yapinin SERS ile karakterize edilmesi ile sonucu hazirlanan

biyosensdr hakkinda bilgiler toplanmistir.

7.8.1. SiO; nanotaneciklerin modifiye edilmesi ve karakterizas yonu

SiO, nanoparcaciklar, tetraetil ortosilikat (TEOS) molekilinin bazik
hidrolizine dayanan ve Stober metodu olarak bilinen yontemle sentezlenmistir
[Stober ve ark., 1968]. Bu yontemde TEOS hidrolize ugradiktan sonra kuguk
capta silika nanotanecikleri olugsmakta ve daha sonra hidroliz suresince bu
tanecikler cekirdeklesme merkezi olarak davranarak nispeten daha buyik

capa sahip tanecikler olugsmaktadir (Sekil 7.59).
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Sekil 7.59. Silika nanotaneciklerin olusma mekanizmasinin sematik
gosterimi.

Olusan parcaciklarin karakterizayonunda ilk olarak TEM kullaniimistir.
Parcacik iceren ¢ozeltiden 10 pL bakir 1zgara Uzerine damlatiimis ve oda
sicakhginda kurutulmustur. Sentezlenen pargaciklarin TEM goruntusu Sekil
7.60’da gosterilmistir.

Sekil 7.60. Modifiye edilmemis silika nanoparcaciklarin TEM gortntisu.

Sekilden de goruldigu gibi parcaciklar kiresel yapiya sahip olup oldukca
homojen bir Grin dagihmina sahiptir. 140 parcacik Uzerinden yapilan
hesaplama sonucu parcaciklarin ortalama capl 62 nm olarak belirlenmigtir.
Goruntude birkac yerde partiktller st Uste gelmisti. Bu durum silika
nanopargaciklarin  topaklagsmasindan  6tiri degil  yalnizca  silika



145

nanotanecikler Uzerinde hidrolizden sonra olusan hidroksil gruplarinin
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bir bagka deyisle hidroksil gruplari
arasindaki etkilesimler sayesinde parcaciklar birbirine olduk¢ca yakin

konumlanmiglardir.

Silika nanoparcaciklar sentezlendikten sonra ylzeyde baglatilan RCTP
yontemi ile PGMA fircalari sentezlemek icin tanecikler IPTS ile modifiye
edilmistir (Sekil 7.61). Silika nanoparcaciklar tzerinde bulunan hidroksil
gruplari ile IPTS molekulinde bulunan metoksi gruplari arasinda gerceklesen
once hidroliz ve daha sonra kondenzasyon reaksiyonlari sonucu IPTS

molekilu silika nanoparcaciklar Gzerine kovalent bag ile tutunur.

o
IPTS \
O/

Sekil 7.61. Silika nanoparcaciklarin IPTS ile modifiye edilmesi.

IPTS modifiye edilmis silika nanoparcaciklarin (SiO.@IPTS) cap dagilimi ve
morfolojisini belirlemek igcin TEM karakterizasyonu gercgeklestirilmistir. Bu
parcaciklara ait TEM goruntiast Sekil 7.62’de verilmigtir. Goruntiden de
anlasilacagl Uzere modifikasyon isleminden sonra parcaciklarin sekli ve
homojenliginde herhangi bir degisiklik olmamigtir. Bununla birlikte 124 tane
parcacik Uzerinden yapilan hesaplamalarda parcaciklarin ortalama c¢api pek
fazla degismemis ve 63 nm olarak belirlenmigtir. Ayrica bir 6nceki igleme
gore parcaciklar arasinda van der Waals etkilesimlerinin baskin gelmesi

sonucu parcaciklar arasi uzaklik artmigtir.
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—— 100 nm

Sekil 7.62. IPTS bagh silika nanoparcaciklarin TEM gorantisu.

Modifiye edilmis ve edilmemis silika nanopargaciklarin karakterizasyonunda
su degme acisi olcimleri de gerceklestiriimigtir. Su degme acisi, her ne
kadar parcaciklarin yapisal karakteri hakkinda bilgi vermese dahi parcacik
yluzeyinde meydana gelen degisikliklere gore farkli cevap verebilmektedir.
Yaklasik 100 mg modifiyeli ve modifiyesiz silika nanoparcaciklar pellet haline
getirildikten sonra 5 pL su damlacigi pelletler Gzerine damlatiimig ve su
degme acilari olciimustir. Elde edilen su degme acisi goruntuleri Sekil
7.63'de verilmistir. Silika nanoparcaciklar modifiye edilmeden once (Sekil
7.63a) yuzeylerinde bulunan hidroksil gruplari sayesinde su degme agisi
yaklasik 13° degerini alarak oldukca hidrofilik bir 6zellige sahiptir. Silika
nanoparcaciklar IPTS ile modifiye edildikten sonra su degme acisi yaklasik
82° degerine ulasarak hidrofobik 6zellik kazanmigtir (Sekil 7.63b). Bu durum
yuzeylerin Uzerinde ug¢ grup olarak hidrofobik grubun (iyot) olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bir baska deyisle, silika nanoparcaciklarin Gzerinde IPTS
molekdluntn varhgini géstermektedir.
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(a)

824+1.7°

Sekil 7.63. (a) Modifiye edilmemis SiO, ve (b) SiIO,@IPTS parcaciklarin su
degme acisi goruntileri.

Nanoparcaciklarin  yapisal karakterizasyonunda ilk olarak ATR-FTIR
spektroskopisi  kullaniimistir.  Sekil 7.64a’da modifiye edilmemis silika
nanoparcaciklarin FTIR spektrumuna bakildiginda 1077, 974 ve 800 cm™de
gozlenen bandlar SiO, baginin gerilme ve deformasyon titresimlerine karsilk
gelmekte olup 3500-3000 cm™de gdzlenen genis band silika nanoparcaciklar
ylzeyindeki silanol (Si-OH) ve yilzeye adsorbe olan su molekullerinden
kaynaklanmaktadir. Silika nanoparcaciklar IPTS ile modifiye edildikten sonra
Si-O-Si bagina ait deformasyon ve gerilme titresimlerine ait bantlarinin
absorpsiyonu artmistir (Sekil 7.64b). Bu durum silika parcaciklarin tzerine

organosilan tabakasinin olustugunu gostermektedir.

— 1077

Absorbans

Dalga Sayisi (cni')

Sekil 7.64. (a) Modifiye edilmemis SiO, ve (b) SIO,@IPTS parcaciklarin
ATR-FTIR spektrumlari.
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Sekil 7.64b incelenmeye devam edildiginde 2918 ve 2850 cm™de gdzlenen
metilen gruplarina ait asimetrik ve simetrik titresim bantlarinin gézlenmesi de

silika nanoparcaciklar Gzerinde IPTS molekulinin varligini géstermektedir.

Nanoparcaciklarin yapisal karakterizasyonunu ardindan kimyasal bilesimi
XPS ile belirlenmigtir. Bos ve IPTS kaph silika nanoparcacikalarin XPS

spektrumlari Sekil 7.65'de gdosterilmistir.
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Sekil 7.65. (a) Modifiye edilmemis SiO, ve (b) SiIO,@IPTS parcaciklarin
XPS spektrumlari.
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Bos silika nanoparcaciklarin XPS spektrumuna bakildiginda (Sekil 7.65a) O
1s, Si 2s ve Si 2p elementlerine ait baglanma enerjilerinin yaklasik olarak
sirasiyla 531 eV, 153 eV ve 103 eV olarak belirlenmigtir. Yaklasik olarak 285
eV'da ortaya cikan karbon piki parcaciklarin analiz sirasinda atmosferik
kirliliklerden velveya karbondioksit adsorpisyonundan kaynaklanmaktadir
[Chen ve ark., 2011; Kurokawa ve ark., 2011]. Silika nanoparcaciklar IPTS ile
modifiye edildikten sonra C 1s pik siddetinin bagil olarak artmasi ile iyot
elementine ait 630 eV'da 3ds;», 620 eV'da 3ds, ile 50 eV’'da 4d piklerinin
gozlenmesi silika nanopargaciklarin tzerine kovalent olarak baglanmig IPTS

molekulinun olduguna en agik kanittir.

Silika nanoparcaciklarin Uzerinde kovalent olarak bagl olan IPTS
molekilindeki atomlarin bagil miktari ile ayni tir elementlerin farkli kimyasal
cevreye sahip atomlarin belirlenebilmesi icin yiksek c¢ozunarlikla XPS
spektrumu alinmistir (Sekil 7.66). Sekilden de anlasilacagi Uzere toplam %
21,1 bagil tek bir kimyasal ¢evreye sahip iyot elementi ile toplam % 9,2 bagil
oraninda tek bir kimyasal ¢evreye sahip oksijen elementi bulunmaktadir. Biri
286,1 eV’'da C-I ve digeri 285 eV’'da C-C/C-H olmak Uzere toplam % 60.4
bagil oraninda karbon elementi bulunmaktadir. Bununla birlikte toplam bagil
miktari % 9,2 olan ve tek bir kimyasal cevreye sahip Si elementi
bulunmaktadir. Teorik olarak C/I = 3,0 bagil orani ile deneysel C/1=2,86 bagil
oranin birbirine yakin olmasi IPTS molekilunin pargacik tzerinde kovalent

bag ile baglandiginin diger bir gostergesidir.
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Sekil 7.66. IPTS bagh silika nanoparcaciklarin yuksek ¢ozunurlukla XPS
spektrumu.

7.8.2. SiO3 nanoparcaciklar Gzerinde polimer firgca hazirlanmas |

Silika nanoparcaciklar IPTS ile modifiye edildikten sonra yilizeyde baslatilan
RCTP yontemiyle PGMA polimer fircalar sentezlenmigtir (SiO,@PGMA).
Polimerlesme hem parcacik ylizeyinde hem de c¢o6zelti icerisinde
gerceklestiriimigtir. Bunun icin monomer olarak gilisidil metakrilat (GMA),
polimerlestirmede sdnumlenmis polimer tdrlerin olusmasi igin dugsik mol
katleli alkil iyodr olarak feniletil iyodur (PE-I), katalizor, aktivator veya zincir
transfer ajani olarak adlandirilan N-iodo stksinimit (NIS), polimerlesmede
baglatici olarak azobis izobutironitril (AIBN) ve ¢6zlcu olarak dimetilformamit
(DMF) kullaniimistir.

RCTP yontemi ile yapilan polimerlestirmede ilk olarak c¢ozelti kinetigi
incelenmigtir. Sekil 7.67’de zamanla monomer doéntsiminin degisimi

verilmektedir. Polimerlesme suresi 1-10 saat aralidinda degistiginde
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monomer donusumi %12,3-88,3 araliginda degisen dogrusal bir grafik elde
edilmistir (korelasyon katsayisi, R? = 0,991).
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Sekil 7.67. Donugumun polimerlesme slresince degisimi.

Monomer donusum yizdeleri belirlendikten sonra polimerlesmeye ait yari-
logaritmik grafigi cizilmigtir (Sekil 7.68). Sekilden de gorilecedi gibi yari-
logaritmik grafigin dogrusal olmasi (R?=0,987) nedeniyle polimerlesme
kinetigininin yalanci birinci dereceden kinetige uydugu soylenebilir. Kinetik
egrinin egiminden polimerlesmenin goériinen hiz sabiti, k,° = 5,5 x 10 s
olarak belirlenmigtir. Gerek monomer dondsuminin zamanla dogrusal
olmasi gerekse yari-logaritmik egrinin dogrusal olmasi polimerlesmenin bu
kosullar altinda yasayan/kontrolli oldugunu gostermektedir. Bir baska
deyisle, AIBN ile olusan Polimer® makroradikali etkin bir sekilde NIS ile
reaksiyona girerek NIS® radikali ile Polimer-1 olusur. Bu kosullar altinda NIS®
radikali PE-I molekulinden iyot atomunu kopararak aktivasyon-deaktivasyon
cevriminin ¢ok fazla sayida olmasina neden olmus ve bdylece
polimerlesmenin kontrollii olmasi saglamistir. Bir bagka deyisle polimerlesme

suresince aktif tirlerin derisimi sabit kalmigtir.
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Sekil 7.68. Cozelti polimerlesmesine ait yari-logaritmik kinetik egrisi.

RCTP yontemiyle sentezlenen polimerlerin teorik mol kutlesi agagidaki formul

ile hesaplanabilir [Tokarev ve ark., 2004] :

Mlo
[A-l]o + 2f[In], (1-eV

Mn teorik = X C X Monomer + Ma.i (7.8)

Esitlikteki Mmonomer V& Ma, Sirasiyla monomer ve distuk mol kuitleli alkil
iyodurtin mol katleleri, [M]o, [A-l]o ve [l]o sirasiyla monomer, alkil iyodirin ve
baglaticinin baslangi¢c derisimini gostermektedir. Esitlikteki paydanin sag
tarafinda bulunan f baslatici etkinligini ve kg ise herhangi bir t anindaki
baglaticinin  bozunma hiz sabitini gostermektedir. C ise monomer
donusuiminid simgelemektedir. Serbest radikal baslaticilarinin kullanildigi
ideal yasayan/kontrollii polimerlesme yontemlerinde (NMP, RAFT, RCTP)
baglaticinin bozunmasiyla olusan polimer miktari minumumdur. Bu nedenle
olusan polimer miktari zincir transfer ajani miktari yaninda ihmal edilebilir
duzeydedir [Wolpers ve ark., 2011; Perier ve ark, 2005]. Bu durumda Es. 7.8

basit olarak Es. 7.9’a dénismis olur.
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nteorik —
[A-1]o

X C X Mmonomer * Ma-| (7.9)

Cozelti ortaminda olugsan polimerlerin mol kitlesinin monomer donigsumuyle
degisimi Sekil 7.69'da gosterilmistir. Grafik incelendiginde, M teo, Mnnvr VE
Mn.cpc degerlerinin % donusimle dogrusal olarak arttigi belirlenmigstir. %
donusum yaklagik olarak 12-83 araliginda degistiginde teorik mol kutlesi
2000-12800 g/mol arasinda degisirken GPC ve NMR dan elde edilen mol
kiutleleri sirasiyla 4700-15900 g/mol ve 3030-13880 g/mol arasinda
degismektedir. Ayrica polimerlerin PDI deg@erleri tim polimerlesme siresince
1,4’ten kiguk olup donisumun artmasiyla birlikte PDI degerleri dismektedir.
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Sekil 7.69. Polimerin mol kitlesinin ve PDI deg@erlerinin dontusumle degigimi.

Mol kitlesi degisiminin - monomer donusumiyle dogrusal olmasi
polimerlesmenin yasayan/kontrolli olma 6zelligini destekler niteliktedir. Elde
edilen grafik incelendiginde teorik mol kitlesinin donigtumle degisimi sonucu
elde edilen egri orijinden gecmektedir. Bu durum, RAFT polimerlesmesinde
oldugu gibi RCTP yonteminde de reaksiyon siresince RCTP

mekanizmasinin serbest radikal mekanizmasindan daha baskin oldugunu
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gostermektedir. Elde edilen egri orijinden gectiginden dolayr bu ¢aligsmadaki
polimerlesme kosullarinin ideal RCTP polimerlesmesi igin uygun oldugunun
gostergesi olabilir. Sekil 7.69 incelenmeye devam edildiginde GPC den elde
edilen mol kitleleri teorik mol kitlelerinden oldukca farklidir. Bu durum GPC
analizi sirasinda kullanilan polistiren standartlari ile P(GMA) polimerlerin
hidrodinamik caplarinin birbirinden farkh olmasindan kaynaklanmig olabilir.
Ayrica NMR dan elde edilen mol kitleleri de teorik mol kitlelerinden farklidir.
Bu durum ise Es. 7.8 de baslaticinin bozunmasi ile olugan polimerlerin ihmal

edilip Es. 7.9 ile hesaplama yapilmasindan kaynaklanmig olabilir.

Farkli polimerlesme sirelerine ait GPC kromatogramlari $ekil 7.70'de
gosterilmistir. Elde edilen kromatogramlar incelendiginde timudnin unimodal
ve simetrik oldugu gorulmektedir. Herhangi bir omuzun ya da kuyrugun
gorilmemesi RCTP polimerlesmesi sirasinda bimolekiler sonlanmalarin
olmadigini gostermektedir. Ayrica GPC kromatogramlari incelendiginde mol
katlesinin artigi ile birlikte daha dusik alikonma sirelerine dogru kayma
vardir. Tum bu sonugclar incelendiginde P(GMA) polimerleri ¢dzelti icersinde

kontrollu bir gsekilde sentezlendigi sOylenebilir.

A

JAVATAVA\ 10 saat, M, = 15900 g/mol, PDI = 1.19
AL

8 saat, M= 14560 g/mol, PDI = 1.22

6 saat, M= 12000 g/mol, PDf = 1.25

4 saat,M_=9200 g/mol, PDI=1.26
~ 2 saat,M,=6100 g/mol,PDi=1.27
~1 saat, M,=4700 g/mol,PDI =1.32

19 21 23 25 27 29
Alikonma siiresi (dakika)

Sekil 7.70. Farkh polimerlesme surelerine ait GPC kromatogramlari.
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Silika nanoparcaciklar tzerinde de polimerlesmenin gerceklesmesi icin iyot
elementi iceren bir organosilan ile modifiye edilmelidir. Boylece ¢Ozelti olusan
NIS® radikali hem parcacik ylzeyindeki iyot atomunu hem de PE-I
molekilinde iyot atomunu kopararak aktivasyon/deaktivasyon c¢evrimini
baslatmig olur. Boylece hem c¢ozelti icerisinde hem de pargacik yizeyinde
polimerlesme baslatiimig olur. Sekil 7.71’de PGMA firgalarin sentezi sematik

olarak gdsterilmistir.

@oq‘sf\/\l GMA, PE-| o
o NIS, AIBN o

80°C

Sekil 7.71. PGMA firga sentezinin sematik gosterimi.

Sekil 7.72'de farkh polimerlesme surelerine ait XPS spektrumlari
gosterilmistir. Spektrumlar incelendiginde silika parcacik Uzerinde | 3dsp, |
3ds;z, O 1s, C 1s, Si 2s, Si 2p ve | 4d elementlerine ait baglanma enerjileri
sirasiyla yaklasik olarak 630 eV, 619eV, 531 eV, 285 eV, 153 eV ve 103 eV
ve 49 eV olarak belirlenmistir. Polimerlesme siresinin artmasiyla birlikte
karbon ve oksijen elementlerinin bagil miktarlarinda artis var iken 1, Si
elementlerinin bagil miktarlarinda azalma meydana gelmistir. Bu durum
polimerlesme siresiyle monomer dondsuimu ile uyum igerisindedir.
Spektrumlar incelendiginde her bir polimerlesme slresi sonrasinda iyot
elementinin karakteristik piklerinin tayin edilmesi polimer fircalarin ug
gruplarinda iyot elementinin bulundugunu bir baska deyigle parcacik
yuzeyinde de aktivasyon/deaktivasyon c¢evrim sayisinin  kontrolll
polimerlesme olmasina yetecek kadar oldugunun da gostergesidir. Ayrica,
polimerlesme suresinin 10 saat olmasi durumunda dahi Si elementine ait
piklerin g6zlenmesi silika parcaciklarin Gzerindeki PGMA fircalarin
kalinhginin 10 nm (X-iginlarinin maksimum girebildigi kalinlik) den daha

kicuk oldugunu gostermektedir.
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Sekil 7.72. Farkh polimerlesme surelerine ait XPS spektrumlari : (A) 1 saat,
(B) 4 saat, (C) 8 saat, (D) 10 saat.

Sekil 7.73'de polimerlesme slresinin 10 saat oldugu durumdaki PGMA kapli
silika nanoparcaciklarin yuksek c¢ozunurlik XPS spektrumu verilmistir.
Spektrumdan da gorilebilecegi gibi % 2,4 bagil oaraninda tek bir kimyasal
cevreye sahip iyot atomu ile toplam % 32,1 bagil oraninda biri 532,1 eV’'da
C=0 ve 531,0 eV’'da C-O (Si-O) olmak uzere iki farkli kimyasal cevreye sahip
oksijen elementi bulunmaktadir. Toplam bagil orani % 63,7 oraninda 289,9
eV, 286,7 eV ve 285,0 eV’'da olmak Uzere sirasiyla O-C=0, C-O/C-I ve C-
C/C-H Uc¢ farkh kimyasal cevreye sahip karbon elementi bulunmaktadir.
Teorik bagil C/O oranini 2,0 ile deneysel bagil C/O orani 1,98 birbiri ile uyum

icerisindedir.
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Sekil 7.73. SIO,@PGMA hibrit sisteme ait yuksek ¢cozunurlukli XPS
spektrumlar (polimerlesme siresi 10 saat).

Polimerlesme siresinin 10 saat oldugu durumda elde edilen hibrit
parcaciklarin TEM goruntist sekil 7.74’de verilmigtir. Silika parcaciklar
Uzerinde polimerlesme gerceklestirildikten sonra 98 nanoparcacik tzerinden
yapilan hesaplamalar sonucu ortalama 77 nm olarak bulunmustur. IPTS bagh
nanoparcaciklarin ortalama cap! ise 63 nm olarak belirlenmisti. Bu durum
silika nanoparcaciklar tGzerinde yaklasik olarak 7 nm kalinhiginda PGMA
tabakasi oldugunu gostermektedir. Bu kalinlik degeri XPS analizinde 10 saat
polimerlesme sonrasinda silisyum atomuna ait piklerin gézlenme sebebini
acikca ortaya koymaktadir. Ayrica, TEM goéruntulerinde polimer tabakasi net
olarak gorilmemektedir. Bunun sebebi, parcaciklar ile arka plan arasinda bir
kontrast farkinin olmamasindan kaynaklanmis olabilir [Fan ve ark., 2007;

Zengin ve Caykara, 2013; Zengin ve Caykara, 2013].
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Sekil 7.74. SiO,@PGMA hibrit parcaciklarin TEM gortntisiu (Polimerlesme
suresi 10 saat).

Hazirlanan hibrit parcaciklar, gesitli boyama teknikleri ile parcacik ile polimer
tabakasi arasinda kontrast farkini artirmasi sonucu parcacik Uzerindeki
polimer tabakasini daha belirgin hale getirilebilir. Bu amag¢ icin genellike
OsO, ya da uranil asetat gibi zehirli ve olduk¢ca pahali maddeler
kullaniimaktadir. Polimer tabakasinin TEM ile karakterize edilmesinde tercih
edilen ikinci bir yontem ise polimer firgalarin ¢gapraz baglanmasinin ardindan
cekirdek parcaciklarinin uzaklastirlmasi esasina dayanmaktadir. Bu
calismada silika nanoparcaciklar tzerinde PGMA fircalar sentezlendikten
sonra etilendiamin ile ¢capraz baglanmig ve daha sonra silica nanoparcgaciklar
hidroflorik asit ile muamele edilerek yapidan uzaklastiriimasi saglanmigtir.
Sekil 7.75 de silika nanoparcaciklarin uzaklastiriimasi ile elde edilen
yapilarin (polimerik nanoytzikler) TEM goruantist verilmistir.  Yapilan
hesaplamar sonucunda yaklasik olarak polimer tabakasinin kalinligi 7,5 nm
olarak belirlenmistir. Gorinti de daha acik renkte por6z yapilarin
gorilmesinin nedeni silika nanoparcaciklarin daglandigini ancak daglama
sonrasinda herhangi bir diyaliz islemi yapiimadigindan parcalanma
drtnlerinin yapidan tam uzaklastirlamadigindan kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 7.75. Silika nanoparcaciklarin uzaklastiriimasiyla elde edilen
nanoyapilarin TEM goruntusi (Polimerlegsme suresi: 10 saat).

Silika nanoparcaciklar Uzerine PGMA fircalar sentezlendikten sonra
polimerde bulunan epoksi gruplarinin halka acilmasi reaksiyonu sonucu anti-
karsino embriyonik antijen (anti-CEA) kovalent olarak baglanmistir. Daha
sonra antikora 6zgu antijen baglanmistir. Anti-CEA ve Raman etiketi (4-
merkaptobenzoik acid, MBA) bagl manyetik gumis nanoparcaciklar ile
antijen kapli silika parcaciklar arasinda “sandvi¢c kompleksi” olusturularak
antijen miktarit SERS ile karakterize edilmigtir.

7.8.3. Fe30,4 ve Fe304 nanoparcaciklarin sentez ve karakterizasyonu

Manyetik nanoparcaciklar; manyetik akigkanlar, manyetik rezosans
goruntileme (MRI), kataliz, gida, guvenlik ve klinik olarak bir cok uygulama
alani vardir [Lu ve ark., 2004; Tsang ve ark., 2004]. Cesitli yapilarda,
caplarda ve morfojik yapilarda manyetik nanoparcaciklar
sentezlenebilmesine ragmen bu tip parcaciklarin uygulama alanlarinda etkin
bir sekilde kullanilabilmesi icin kararlihdin oldukca iyi olmasi gerekmektedir.
Bir cok uygulama alaninda manyetik nanoparcaciklarin caplari 10-20 nm

araliginda oldugunda optimum kararllikta olurlar ve uygulama icin elverisli
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hale gelirler. Bu cap araligindaki nanoparcaciklar tek bir manyetik parcacik
seklinde davranirlar ve bloklama sicakhginin (manyetik momentin azalmaya
basladigi andaki sicaklik) Uzerinde superparamanyetik 6zellik gdstererek
uygulanan manyetik alana biyuk bir atom grubu seklinde cevap verirler. Bu
avantajlari sayesinde oda sicakliginda topaklasma/kiimelenme riski olmadan
parcaciklar stabil halde kalabilir ancak 5-20 nm c¢ap araligindaki bu
parcaciklar buyuk ytizey alani/hacim oranindan kaynaklanan yuksek enerjiye
sahip olduklarindan dolayi bagil bir kararsizliklari vardir. Bu yuksek enerijiyi
parcaciklar topaklagsarak azaltmaya caligirlar ve sonucta baslangictaki yapi
ve caplarindan farkli parcaciklar olugur. Laboratuar ortaminda siklikla
kargilagilan bu durumu bertaraf edebilmek icin parcaciklarin tzeri sentez
sirasinda ya da sonrasinda kararlligini artirici koruyucu gruplar ile modifiye
edilirler. Poli(vinil pirolidon), poli(etilen glikol) gibi polimerler, oleik asit veya
sodyum dodesil sulfat gibi ytizey aktif maddeler, sodyum sitrat gibi organik
tuzlar ve silika, altin, gumis gibi tabakalar koruyucu grup olarak
kullaniimaktadir. Her ne kadar bu tip ikincil modifikasyonlar parcaciklarin
manyetik alana cevap verme suresini uzatsa da pargaciklarin ¢ok uzun bir

sure kararli kalmalarini sagladigindan dolayr daha avantajlidir.

Manyetik nanoparcaciklar farkl sekillerde ve fazlarda, demir oksitler 6rnegin
FesO, ve Fe,O3 saf metaller (Fe, Co), spinel tip ferromagnetler
(MgFe204,MnFe,04 ve CoFey0,4), ve alasimlar (CoPt; ve FePt) seklinde
sentezlenebilmektedir [Neveu ve ark., 2002; Grasset ve ark., 2002; Sun ve
ark., 2002]. Ozellikle demir oksitlerin sentezinde ikili ¢oktirme yontemi ile
termal bozunma yéntemi siklikla kullaniimaktadir. ikili ¢oktirme yoénteminde
Fe” ve Fe*" tuzlarinin bazik ortamda c¢oktiriilmesi temeline dayanmakatdir.
Termal bozunma yodnteminde ise Fe(CO)s ya da Fe(acac)s; (demir(lll)aseti
asetonat) komplekslerinin  yiksek sicaklikta bozunmasi temeline
dayanmaktadir. ikili ¢oktirme yonteminin oda sicakhginda sentezlenebilir
olmasi ve termal bozunma ydntemine gore kristal kusuru minumum olan
parcaciklar olusmasi nedeniyle calisma kapsaminda ikili ¢oktirme yontemi

tercih edilmistir.
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Calisma kapsaminda, manyetik parcaciklar ikili c¢oktirme yontemi ile
sentezlenmis ve parcaciklarin bulunduklari ortamda kararli kalabilmeleri icin
ilk olarak sodyum sitrat ile kaplanmistir. Daha sonra parcaciklarin SERS
bileseni olarak kullanimini saglamak amaciyla manyetik parcaciklarin tzeri
sitrat indirgeme yodntemi ile gumus ile kaplanmigtir. Sentez sonrasinda
gumus tabakasinin tzeri de sodyum sitrat ile kapl oldugundan kararlilik daha
da artinlmigtir. Sentezlenen manyetik parcaciklara ait UV-GB spektrumlari
Sekil 7.76’da verilmistir. Soy metallerde, iletkenlik bandindaki elektronlarin
toplam osilasyon hareketi ylzeyde buyik bir elektrik alani olusturur ve bu
alan altin veya gimuis nanoparcacik elektromanyetik radyasyonla rezonansa
girdiginde nanoparcacigin 1s1g1 absorplama ve sacilima 6zelligi dnemli 6lctide
artmaktadir. Bu olay nanopargacigin absorpsiyon 0zelligini en kuvvetli
absorplama yapabilen molekullerden onlarca kat daha fazla olmasini saglar.
Her iki nanoparcacigin spektrumlarina bakildiginda gumts kaph demir
nanoparcaciklarin 418 nm de absorpsiyon bandi tipik gumis
nanoparcaciklarina ait absorpsiyondan kaynaklanmaktadir. 418 nm gozlenen
bu bant demir nanoparcaciklarin gumus ile kaplandiginin bir kanitidir.
Calisilan dalga boyu araliginda demir nanoparcaciklarina ait herhangi bir pik
gozlenmemistir. Gerceklestirilen bu deneyde demir parcaciklar gumdis ile
kaplandiktan sonra c¢o6zeltide gumuis nanoparcgaciklarin kalmamasina 6zen
gosterilmistir. Bunun icin manyetik nanoparcaciklar miknatis yardimiyla
toplandiktan sonra manyetik olmayan gimus parcaciklari uzaklastiriimis ve
bu islem lc¢ kez tekrar edilmistir. Dolayisiyla, UV-GB spektrumunda gozlenen
band yalnizca gimus kaplanmis demir nanoparcaciklarina ait absorbanstan
ileri gelmektedir.



162

0.5

0.4/ (b)

Absorbans (a.u.)

09% 300 400 50 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 7.76. (a) FesO4 ve (b) Fes0,@Ag nanoparcaciklara ait UV-GB
spektrumlari.

Demir nanoparcaciklarin yapilarinin daha net olarak gorunttlerini almak igin
TEM olgcumleri gergeklestiriimisti. TEM Olgtimleri igin sentezlenen demir
nanoparcaciklarin seyreltik ¢ozeltisinden karbon kapl bakir 1zgara Uzerine
damlatilarak kurutulmus ve TEM olcumleri gerceklestirilmistir. Sekil 7.77a’da
elde edilen demir nanoparcaciklarin TEM goruntileri goérulmektedir. TEM
goruntilerinden 82 parcacik Uzerinden yapilan hesaplamalar sonucu
parcaciklarin ortalama ¢ap! 11 nm oldugu belirlenmistir. TEM gorantisinden
de anlagilacag tUzere yiksek manyetik momente sahip olduklarindan dolayi
demir parcaciklari kurutulduktan sonra topaklasmiglardir. Manyetik demir
nanoparcaciklarin sentezinden sonra parcaciklarin etrafi yuksek sicaklikta,
sitrat indirgeyici ajani kullanilarak gumus tabakasi ile kaplanmistir. Bu
yontemle elde edilen manyetik gimis nanoparcaciklarin TEM goruntisu
Sekil 7.77b’de verilmigtir. Goriantiden de anlagilacagr Uzere ylksek
manyetizasyonundan oturd kuru halde agregasyona ugramis haldedir.
Yapilan analiz sonucunda gumus kapli manyetik nanoparcaciklarin ortalama
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capl 27 nm olarak belirlenmigtir. Bir bagka deyisle demir nanoparcgaciklarin
Uzeri yaklagik olarak 8 nm kalinhiginda gimdas ile kaplanmistir.

*f (b)

[T,

Sekil 7.77. (a) Demir, (b) Manyetik gimus nanoparcgaciklarin TEM
goruntusu.

Manyetik nanoparcaciklarin kimyasal analizi XPS karakterizasyonu ile
gerceklestiriimigtir. Sekil 7.78'de Fe3O, nanoparcgaciklarin XPS spektrumu
verilmistir. Spektrumdan da goruldugu gibi Fe 2pi,, Fe 2ps,, O 1s, Fe 3s ve
Fe 3p elementlerine ait baglanma enerjilerinin yaklasik olarak 723 eV, 710
eV, 532 eV, 91 eV ve 53 eV olarak belirlenmistir. 285 eV civarinda ortaya
ctkan C 1s piki demir nanoparcaciklar tzerinde koruyucu grup olan sitrat
gruplarindaki karbon elementinden kaynaklanmaktadir. Fe3Oq4
nanoparcaciklarin yuksek ¢ozunurlik Fe 2p XPS spektrumunda ise (Sekil
7.78b) 723,1 eV'da ve digeri 709,6 eV'da olmak Ulzere iki farkh kimyasal

cevreye sahip demir elementinin bulundugunu gostermektedir.
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Sekil 7.78. (a) Manyetik nanoparcaciklarin ve (b) Fe 2p yiksek ¢ozundrlik
XPS spektrumlari.

Manyetik nanoparcaciklar Gzerine sitrat indirgeme sonucu elde edilen
cekirde-kabuk yapisindaki parcaciklarin XPS spektrumuna bakildiginda ise
(Sekil 7.79a) demir elementinin karakteristik piklerinin yani sira Ag 3py/2 (602
eV), Ag 3pzp (572 eV), Ag 3ds, (373 eV), Ag 3ds» (367 eV), Ag 4s (91 eV),
Ag 4p (53 eV) piklerinin gorulmesi manyetik nanoparcgaciklarin tzerinde
gumus tabaksinin varligini goéstermektedir. Ayrica 285 eV ve 532 eV
civarinda C 1s ile O 1s piklerinin varligi gimus tabakasinin etrafinda sitrat
grubunun varhgini géstermektedir. Bununla birlikte Fe 2p elementinin yiksek
cozianurluk XPS spektrumunda (Sekil 7.79b) gumus kaplanmadan Onceki
baglanma enerjilerinde iki farkli pik vermesi indirgeme sonrasinda kimyasal
yapisinda herhangi bir degisim olmadigini géstermektedir. Ag 3d elementinin
yuksek c¢ozunurluk XPS spektrumunda ise (Sekil 7.79c) biri 373,6 eV ve
digeri 367,6 eV baglanma enerjilerinde sirasiyla 3ds, ve 3ds;, piklerinin
bulunmasi manyetik parcaciklar Uzerinde metalik gumus tabakasinin

olustugunun en gucla kanitidir.
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Sekil 7.79. (a) Gumus kapli manyetik nanoparcaciklarin genel XPS
spektrumu, (b) Fe 2p ve (c) Ag 3d elementlerinin yuksek
¢c6zunurlik XPS spektrumlari.

Hazirlanan manyetik nanoparcaciklarin dis bir manyetik alanda davranislarini
incelemek ve doygunluk manyetizasyon degerlerini belirleyebilmek i¢cin VSM
ile karakterize edilmistir. Hazirlanan manyetik ve gumuis kaplh manyetik
nanoparcaciklarin oda sicakliginda elde edilen VSM egrileri Sekil 7.80'de
verilmigtir. Her iki nanoparcacikta oda sicakliinda manyetizasyon ve
demanyetizasyon egrilerinin orijinden ge¢cmesi bir bagka deyisle herhangi bir
histerizi (manyetik alan sifir oldugunda dahi belirli bir manyetizasyon
degerininin olmasi) gdzlenmemesi her iki hanoparcacigin oda sicakliginda
superparamanyetik 6zellikte oldugunu gostermektedir. Fe3O4 nanoparcacigin
doygunluk manyetizayon degeri 63,4 emu/g olarak bulunmus iken bu
parcacigin tzeri gumuas tabakasi ile kaplandiginda ise 38,7 emu/g degerine
dismustir. Meydana gelen bu azalma gumus tabakasinin kaplanmasi ile

bagil olarak demir iceriginin azalmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 7.80. (a) Manyetik ve (b) Gumus kapli manyetik nanoparcaciklarin
VSM egrileri ile parcaciklarin manyetik alan varhginda
gosterdikleri davranisin fotografik gosterimi.

Sekil 7.80 incelenmeye devam edildiginde siyah renkte olan Fe3Oq4
nanoparcaciklar disaridan bir manyetik alan uygulandiginda yaklasik 60
saniyede tamamin toplanarak karisimin seffaf bir renk aldig1 gézlenmistir. Dis
manyetik alan kaldinlip hafif bir ¢alkalama ile parcaciklarin iyi bir sekilde
dispers oldugu go6zlenmistir. Manyetik nanoparcgaciklarin Uzeri gumus
tabakasi ile kaplandiginda ise cozelti sari/yesil rengini almis ve dis bir
manyetik alan uygulandiginda parcaciklarin yaklasik 95 saniye icerisinde
tamamen toplandigi gorulmustir. Parcaciklarin manyetik alana bir 6nceki
duruma gore daha ge¢ cevap vermesi doygunluk manyetizasyon degerinin
azalmasindan kaynaklanmaktadir. Daha sonra hafif bir gekilde galkalama ile
parcaciklarin iyi bir sekilde dispers oldugu goézlemlenmistir. Parcaciklarin iyi
dispersiteye sahip olmasinin sebebi parcacik etrafinda anyonik sitrat
gruplarinin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Manyetik gumis nanoparcaciklar sentezlendikten sonra “sandvic
kompleks™te bilesen olarak kullanilabilmesi icin Raman etiketi
(merkaptobenzoik asit) ve anti-CEA ile modifiye edilmistir. Manyetik gimus
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nanoparcaciklarin - modifikasyon basamaklarn Sekil 7.81'de sematize

edilmistir.

MBA _
(Etiket molekul)

Fe3O4@Ag Fe3O4@Ag@MBA
Fe;0,@AJ@MBA@anti-CEA

Sekil 7.81. Manyetik gimis nanoparcaciklarin modifiye edilmesinin
sematik gdsterimi.

Elde edilen protein kapli manyetik nanoparcacik tzerine ne kadar proteinin
baglandigini belirleyebilmek icin Bradford denemesi yapilmistir [Gong ve
ark., 2007]. Bu denemede Coomassie Blue G-250 boyasi kullaniimistir.
Herhangi bir protein olmadiginda boyanin rengi kahverengidir. Ortamda
protein oldugunda renk maviye donmekte ve ortamdaki protein miktarina
bagll olarak 595 nm de absorsiyon yapan uriin vermektedir. Yapilan analiz
sonrasinda manyetik gumis nanoparcaciklara baglanan anti-CEA miktari

3,41x10*? pg/parcacik olarak belirlenmistir.

Manyetik gumus nanoparcaciklar Uzerine yapilan her bir modifikasyon
basamagi SERS ile takip edilmigtir. Sekil 7.82'de her bir iglemden sonra
alinan SERS spektrumlari verilmigtir. Spektrumlar incelendiginde saf
manyetik gimus parcaciklarin herhangi anlamli bir pik elde edilmemigtir
(Sekil 7.81a). Bu durum parcaciklarin Raman sinyallerinde herhangi bir
girisim yapmayacagini agik¢ca gostermektedir. Saf MBA'nin SERS spektrumu
incelendiginde ise (Sekil 7.82b) 1081 cm™ ve 1590 cm™ dalga sayilarinda
benzen halkasina ait saciimalardan kaynaklanan bantlar elde edilmis ancak
SERS saciimasi olduk¢a dusudktur. Bununla birlikte manyetik guimus
nanoparcaciklar MBA molekiilii ile modifiye edildiginde 1079 cm™ ve 1586

cm™ deki tipik bantlar elde edilmis ve dalga sayilarinda meydana gelen
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kayma MBA molekulinin kovalent olarak baglandigini gostermektedir (Sekil

7.82c).

SERS Siddeti (a.u.)
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Sekil 7.82. (a) Manyetik gimus, (b) Saf MBA, (c) MBA modifiye edilmis
manyetik gumuas, (d) Sadece anti-CEA modifiye edilmis
manyetik gumis, (e) MBA ve anti-CEA modifiye edilmis
manyetik giimis nanoparcaciklara ait SERS spektrumlari.

Ayrica saf MBA molekiline gére MBA modifiye edilmis parcaciklarin SERS
siddeti olduk¢a fazladir. Manyetik gimus nanoparcaciklar MBA molekuli

olmadan sadece anti-CEA ile modifiye edildiginde ise (Sekil 7.82d) anlamli
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SERS sinyalleri alinamamistir. Bununla birlikte manyetik parcaciklar MBA
varhginda anti-CEA ile modifiye edildiginde (Sekil 7.82e) gucli SERS
sinyalleri alinmisgtir. Bu durum parcacik ytzeyinde proteinin olmasi SERS
sinyallerinde herhangi bir etkisininin olmadigini agikca gostermektedir. Tim
bu sonucglar, MBA ve anti-CEA ile fonksiyonellestiriimis manyetik
nanoparcgaciklari iyi SERS aktivitesi oldugunu ve sonugta oldukga etkili SERS
tabanlh immunoassay calismalarinda kullanilabilecegini acikca

gostermektedir.

MBA bagh manyetik gumis nanoparcaciklarin kimyasal karakterizasyonu
gerceklestiriimis ve XPS spektrumu Sekil 7.83a’da verilmistir. XPS
spektrumundan da gorulebilcegi gibi Fe ve Ag elementlerine ait karakteristik
piklerinin bulunmasi modifikasyon isleminden sonra yapilarinda herhangi bir
degisikligin olmadigi anlasiimaktadir. Bunun yani sira MBA molekulundeki -
SH grubu ile gimis arasinda meydana gelen etkilesim nedeniyle Ag-S bag!
olusmus ve spektrumda yaklasik 220 eV baglanma enerjisinde S 2s ve
yaklasik 162 eV baglanma enerjisinde S 2p pikleri elde edilmigtir. MBA bagh
manyetik guimus nanoparcaciklar tzerine anti-CEA proteini baglandiginda
(Sekil 7.83b) ise bir 6nceki duruma gére S 2s ve S 2p pik siddetlerinin
artmasi ile yaklasik olarak 400 eV baglanma enerjisinde N 1s elementinin

gOzlenmesi parcaciklar tizerine proteinin baglandigini géstermektedir.
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Sekil 7.83. (a) MBA bagli ve (b) MBA ve anti-CEA bagli manyetik gimus
parcaciklarina ait XPS genel spektrumu.

Manyetik gumis nanoparcaciklar Gzerine anti-CEA baglandiktan sonra
PGMA firca bagli silika nanoparcaciklar Uzerine de ilk olarak anti-CEA
proteini baglanmistir. Bunun icin yukarida anlatilan iglemlerin aynisi
yapilmistir. Anti-CEA kapli silika tanecikler, farkli derisimlerde CEA iceren
cOzeltiler (0-120 ng/mL) icersinde bekletildikten sonra parcaciklar santrif(j
yardimiyla toplanmig ve PBS tamponu ile yikanmistir. Ardindan parcaciklar
fosfat tamponu icersinde dispers edilmigtir. Antijen kapl silika nanoparcacik

ile antikor kapl manyetik gimus nanoparcacik c¢ozeltisi ile karistirilmig ve
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karisim oda sicakliginda doéner karistiricida karistirilmigtir. Elde edilen
manyetik sandvi¢ kompleks miknatis yardimiyla toplandiktan sonra PBS ile
yikanmis ve elde edilen kompleks yapi silisyum disk yuzeyine damlatilarak
oda sicakhginda kurutulmustur. Yapilan deneysel islemler Sekil 7.84'de

sematize edilmistir.

Sandvi¢ kompleks
olusumu

LAZER

Y * \ig

anti-CEA &‘ ;_

@ - ﬁ% -
B

SERS
. N7 .
SiO,@PGMA monoklonal anti-CEA % CEA
N\ 7
. Fe;04@Ag * MBA poliklonal anti-CEA

Sekil 7.84. Sandvi¢ kompleks olusumunun sematik gosterimi.

Antijen bagh silika nanoparcacik (CEA derigimi: 80 ng/mL) ile antikor bagh
manyetik glimis nanoparcaciklarin etkilestiriimesi sonucu elde edilen
sandvi¢ kompleksin TEM gortntisu Sekil 7.85’de verilmistir. Goruntiden de

anlasilacagr uzere sandvic kompleks olusumu sonrasinda buyik
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kiimelenmeler olusmustur. Bu durum antijen iceren manyetik parcaciklarla
antikor iceren manyetik olmayan parcaciklarin birbirlerinin tamamlayicisi

olmasindan kaynaklanmaktadir.

]

Sekil 7.85. Sandvi¢g kompleksin TEM goéruntusi (CEA derigimi: 80 ng/mL).

Yukarida olusan manytik sandvic kompleks silisyum disk ylzeyine
damlatilmig ve oda sicakhginda kurutulmustur. Daha sonra silisyum diskler
Uzerine lazer dusurtulmis ve SERS sinyalleri toplanmigtir. Sekil 7.86’da farkl
CEA derisimlerine karsiik gelen SERS spektrumlari  verilmigtir.
Spektrumlardan da anlasilacagi Uzere silika nanoparcaciklar Gzerinde CEA
miktari arttikca sandvic komplekste gumis nanopartikil sayisi artmistir.
SERS aktif partikill sayisinin artmasi ise Raman sacilma miktari da artmistir.
Spektrumda gozlenen “blank” olarak adlandirilan spektrum silika
nanoparcacik tzerine CEA antijeni yerine serum albumin kullanilarak elde
edilen spektrumdur. Antijen olmadigi halde sinyallerin alinmasinin sebebi
spesifik olmayan etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Spektrumda en baskin
pik olan ve benzen halkasina ait sacilmadan kaynaklanan 1586 cm™ dalga

sayisindaki band referans alinjp CEA derigsimine karsilik bu bandin SERS
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siddeti grafige gecirilmistir (Sekil 7.86b). Grafikten de anlasilacagi tizere CEA
derigimi arttikca SERS siddeti artmakta ve CEA derigimi 60 ng/mL ve daha
fazla oldugunda ise SERS siddeti maksimum degerini alarak doygunluga
ulasmaktadir. Bu degisimdeki dogrusal aralik dikkate alinip analiz edildiginde
y = 898,7x + 5137,7 seklinde korelasyon katsayisi 0,986 olan bir dogru
denklemi elde edilmigtir (grafikteki standart sapma degerleri 6 farkli okuma
sonucu elde edilmigtir). Yapilan hesaplamalar sonucu hazirlanan sistemin
tayin edilebilme siniri 0,08 ng/mL olarak belirlenmistir. Bir baska deyisle bu
sistemle 0,08 ng/mL-60 ng/mL arahginda CEA tayini yapilabilir. CEA
derigiminin 60 ng/mL’den daha fazla olmasi durumunda ise belirli oranlarda

seyreltme igslemi yapilarak boyle bir sistemle yine tayin edilebilir.
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Sekil 7.86. (a) Farklh CEA derigsimine Kkarsilik elde edilen SERS
spektrumlari,(b) CEA derisimine karsilk 1586 cm™ dalga
sayisindaki bandin SERS siddetindeki degisikligi goOsteren
grafik.
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Hazirlanan hibrit sistemin segiciligini test etmek icin antikor bagl silika
nanoparcaciklar Uzerine CEA antijeni yerine farkli derisimlerde serum
albumin ve hemoglobin baglanmis ve daha sonra antikor bagli gumus
nanoparcaciklarla etkilestirilerek sandvic kompleks olusturulmustur. Sekil
7.87'de farkli derisimlerde albumin ve hemoglobin kullanilmasina karsilik
SERS siddetlerinin degigimi verilmistir. Belirli degerlerde okunan SERS
siddetleri ise spesifik olmayan adsorpsiyondan kaynaklanmaktadir. Grafik
incelendiginde artan protein derigsimlerine karsilik SERS siddetlerinde énemli
bir degisiklik olmamistir. Bu durum hazirlanan sistemin sadece CEA
antijenine 6zgu oldugunu agikca gostermektedir. Bu 0zgullik sayesinde kan
gibi oldukca karmasik sistemlerde dahi tayin edilebilme imkanini

sunmaktadir.
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Sekil 7.87. Farkh protein derigsimlerine karsilik SERS siddetlerindeki

degisimi.
Hazirlanan sistemin gercek orneklerde uygulanabilirligini arastirmak igin
belirli miktar serum 6rnegi icerisine CEA antijeni ilave edilerek stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra 500 pL anti-CEA kapl parcacik ¢ozeltisi ile belirli
miktarda stok kan co6zeltisi ilave edilerek cozeltilerdeki CEA derisimi 0-120
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ng/mL araliginda olacak sekilde ayarlanmigtir. Elde edilen karisim oda
sicakhginda 1 saat boyunca Kkaristirildiktan sonra santrifij yardimiyla
parcaciklar toplanmigs ve ardindan 500 pL PBS tamponu igersinde
dagitilmistir. Daha sonra bu karisim icersine 500 pL antikor kapli manyetik
gumis nanoparcaciklari ilave edilmis ve karisim 1 saat boyunca oda
sicakhginda karnistiriimistir. Bu sire sonunda parcaciklar miknatis ile
toplanmig, PBS ile yikanarak silisyum disk ylzeyine damlatiimigtir. Daha
sonra oda sicakhdinda SERS analizi gerceklestiriimistir. Sekil 7.88’de serum
orneklerinde farkh CEA derisimlerine karsi elde edilen SERS spektrumlari

gOsterilmektedir.
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Sekil 7.88. Serum 6rneklerinde(a) Farkli CEA derisimine karsilik elde edilen
SERS spektrumlari, (b) CEA derisimine karsilik 1586 cm™ dalga
sayisindaki bandin SERS siddetindeki degisikligi gosteren grafik.

Spektrumlar incelendiginde CEA derisiminin artmasiyla birlikte band

siddetlerinde artis meydana gelmis ve fosfat tamponunda elde edilen
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spektrumlarla hemen hemen benzer egilim goéstermislerdir. CEA derisimine
karsilik SERS siddeti grafigi gecirildiginde (referans olarak yine 1586 cm™
deki band kullaniimigtir) CEA derisiminin artmasi ile SERS siddetleri artmig
ve 60 ng/mL ve daha fazla oldugunda ise SERS siddetleri doygunluk
seviyesine ulagmistir. CEA derigimi ile orantili olarak artan derigsim araligi
dikkate alindiginda korelasyon katsayisi 0,985 olan y = 854,9x + 5185,9 olan
bir dogru denklemi elde edilmigtir. Yapilan hesaplamalar sonucunda serum
ornekleri icinde tayin edilebilme sinirt 0,089 ng/mL olarak belirlenmigtir.
Goruldugu gibi tampon ¢ozelti icinde cizilen kalibrasyon grafiginin egimi
(898,7) gerekse tayin edilebilme sinirinin (0,08 ng/mL) serum o6rnekleri igin
elde edilen degerlere cok yakin olmasi hazirlanan sistemin kan gibi ¢ok

karisik matrislere uygulanabilirligini acikca gostermektedir.

Silika nanoparcacik tzerinde sentezlenen PGMA fircalar her ne kadar dig
etkilere (sicaklk, pH gibi) karsi bir duyarlihgr olmasa dahi hazirlanan sandvic
kompleks dis manyetik alana olduk¢ca duyarhdir. Bu nedenle sandvig
komplekse dis bir manyetik alan uygulandiginda SERS siddetlerinde artig
meydana gelebilir. Bunu test etmek i¢cin manyetik gimus nanoparcaciklar
SERS calismalarinda siklikla Raman etiketi olarak kullanilan 5,5 -ditiyobis(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile modifiye edildikten sonra parcaciklar su
icersinde dispers edildikten sonra karisim cam petri icerisine konulmus ve
petri kabin alt kismina miknatis koyarak parcaciklarin miknatis Uzerine
toplanmasi saglandiktan sonra SERS lazeri bu toplanmig parcacik Uzerine
dusuralmastar (Sekil 7.89).

@ Magnet A SERS

Sekil 7.89. Dis manyetik alan uygulanarak yapilan SERS analizinin sematik
gOsterimi.
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Dis manyetik alan varliginda ve yoklugunda DTNB ile modifiye edilmig
manyetik gumuis nanoparcaciklara ait SERS spektrumlarn $Sekil 7.89'da
verilmistir. Spektrumlar incelendiginde manyetik alan varliginda elde edilen
SERS siddetinin manyetik alan olmadigi durumdaki sacilma siddetinden
yaklagik 2 kat daha fazladir. Disaridan manyetik alan uygulandiginda
parcaciklar arasinda uzaklik azalmakta ve parcaciklar topaklasmaktadir.
Bdylece parcaciklar arasinda meydana gelen etkilesmeler sonucu optik alan
yogunlugunda artis meydana gelmekte ve sonucta Raman saciima

siddetinde artis olmaktadir.

Manyetik alan # 0

25000 ——— Manyetik alan=0

Raman Siddeti (a.u.)
®

0 == 1 N M
400 800 1200 1600 2000
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 7.90. Manyetik alanin Raman sagilmasina etkisi.

Hazirlanan sandvic kompleksleri arasinda uzakhdin azaltilmasi sonucu
Raman saciimasinin artiriimasi ayni zamanda tayin edilebilme sinirinin daha
da dusmesine yol acabilir. Bunu test etmek igin farkhh CEA derigimleri
kullanarak (0-1,0 pg/mL PBS tamponu) sandvi¢ komleks hazirlanmis ve Sekil
7.90'da gosterildigi gibi manyetik alan ile toplanmis ve SERS analizi
gerceklestiriimigtir.  Sekil 7.91’de farkli CEA derisimlerinin  logaritmik
fonksiyonuna karsilik SERS siddetlerindeki degisim gosterilmektedir.
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Sekil 7.91. Dig manyetik alan varliginda elde edilen kalibrasyon grafigi.

Sekilden 7.91'den de anlasilacagr uzere -log [CEA] artttkca SERS
siddetlerinde de artis olmaktadir. Bu degisimin dogrusal oldugu aralik dikkate
alindiginda korelasyon katsayisi 0,996 olan y = -703,3x +12358,7 olan bir
dogru denklemi elde edilmigtir. Yapilan hesaplamalar sonucunda tayin
edilebilme sinin 1 pg/mL olarak bulunmustur. Goraldagu gibi dis manyetik
alan varliginda tayin edilebilme sinir yaklasik olarak 80 kat dusUrilmustar.
Elde edilen sandvic komplekslerin de manyetik alan ile birbirine ¢ok
yaklasmasi sonucu daha da buyuk topaklar olugsmustur. Bunun sonucunda
Raman saciimasi artmis ve tayin edilebilme sinirt oldukca dusik sinirlara

ulasmistir.

Hazirlanan sandvi¢c immunosensor yapi sayesinde piko gram seviyesinde
antijen tayini boyidk bir hassasiyetle tayin edilmistir. Elde edilen
nanosensorin gunumuzde ticari olarak bulunan tani Kkitlerine alternatif

olabilecek 6zelligi de bulunmaktadir.
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8. SONUCLAR

% RAFT ajani CDSP sentezlenmis ve FTIR, *H-NMR, **C-NMR, LC-MS ile

karakterize edilerek kimyasal yapisi aydinlatiimistir.

% Silisyum yuzeylerdeki dogal oksit tabakasi cesitli yikama cozeltileri ile
uzaklastirlmigs ve sonunda hidroksil sonlu silisyum vyizeyler elde

edilmistir.

+ Hidroksillenmig silisyum yuzeylerin tabaka kalinhgr 2,1 nm, su degme
acilari ise yaklasik olarak 13° olarak belirlenmistir. AFM ile yapilan

karakterizasyonunda RMS dederi 0,22 nm olarak belirlenmisgtir.

« Hidroksillenmis  silisyum yuzeyler Uzerinde APTS molekulinin
kendiliginden dizenlenen tek tabakalari hazirlanmistir. Su degme acilari
ve elipsometrik kalinliklarinin  belirlenmesiyle yapilan optimizasyon
calismalarinda APTS molekidlinin en dizenli tek tabaklari oda
sicakhginda, toluende hazirlanmis %1 (v/v)'lik c¢Ozeltilerinde 2 saat

boyunca bekletilmesiyle elde edilmistir.

s Optimum kosullarda hazirlanan APTS tabakasinin elipsometrik kalinhgi
1,2 nm, su degme acilari yaklagik 32° olarak belirlenmistir. AFM ile
yapillan karakterizasyonu sonucu RMS degeri 0,88 nm olarak
belirlenmistir. Ayrica FTIR ve XPS analizleri ile APTS molekulinin

yuzeyler Uzerine kovalent olarak baglandigi belirlenmistir.

% Yulzeyler amin uclu gruplu hale getirildikten sonra ytzeyler Uzerine RAFT
ajani CDSP baglanmistir. Bu baglanma sonucunda yizeylerin su degme
acilari yaklagik 104° degerine ulasarak hidrofobik karakter kazanmigtir.
FTIR ve XPS analizleri sonucu CDSP molekulinin yizeylere kovalent
olarak baglandigi belirlenmistir. Yuzeylerin RMS degeri ise 1,24 nm

olarak bulunmustur.
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Yuzeyler tzerine CDSP baglandiktan sonra hem ylizeyde hem de ¢ozelti
icerisinde polimerlesme gerceklestirilmigtir.

Cozelti olusan polimerlerin karakterizasyonu ile polimerlesmenin kontrolll

oldugu anlasiimistir.

Yuzeyde baglatilan polimerlesmenin elipsometrik karakterizasyonu
sonucu kontrolli oldugu ve tabaka kalinhdinin zamanla degisimi -~ 5

nm/saat olarak belirlenmigtir.

Yuzeyde gerceklestirilen polimerlesmede, yuzeyler Gzerindeki polimer

fircalarin zincir yogunlugu 0,7 zincir/nm? olarak bulunmustur.

Polimerlesme slresinin artmasiyla birlikte yizey derigsimi (ya da yluzey
kaplamasi) 3,57-27,8 mg/m? araliinda degisirken teorik sisme kalinligi
da 12,7-85,9 nm araliginda degistigi belirlenmigtir.

12 saatlik ylizeyde polimerlesme sonrasinda polimer firgalarin su degme
acilari yaklasik 52°, elipsometrik kalinliklari 27,3 nm ve ylizey RMS dederi

2,13 nm olarak belirlenmistir.

Her bir polimerlesme suresi icin yapilan XPS karakterizasyonu sonucu
polimer fircalarin teorik kimyasal bilesimi ile deneysel teorik bilesimin

uyumlu oldugu gdsterilmistir.

Sicakhk duyarli P(MEO,-MA) fircalarin alt kritik ¢6zinme sicakhgi
(LCST), sicaklik kontrolli su degme acisi analizi 27,6 °C olarak

belirlenmistir.

Polimer fircalarin LCST altindaki ve ustindeki sicakliklarda AFM analizi
ile faz gecisi sonrasi yizey morfolojileri belirlenmistir. RMS dederinin ve

su degme aclilarinin sicaklik ile tersinir olarak degistigi belirlenmistir.
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Polimer firgalarin u¢ grubunda bulunan dodesil tritiyokarbonat gruplari
indirgenerek  sdlfidril  gruplarina  donusturdlmagstir.  Reaksiyonun

gerceklestigi UV-GB ve XPS ile kanitlanmigtir.

indirgeme sonrasinda polimer fircalarin LCST degeri yaklasik olarak 6 °C
artarak 33,7 °C degerine ulasmigtir.

Tohum buyltme ve sitrat indirgeme yontemleriyle altin nanoparcaciklar
sentezlenmis ve SERS platformunda kullanimi icin sitrat indirgeme

yonteminin uygun oldugu anlasiimistir.

Sitrat indirgeme yo6ntemi ile sentezlenen altin nanoparcaciklarin UV-GB
analizinde 521 nm dalga boyunda maksimum absorbans verdigi
gozlenmistir. TEM ile yapilan analiz sonucunda ise parcaciklarin ortalama

cap! 15 nm olarak belirlenmistir.

Hazirlanan altin nanoparcaciklar sulfidril u¢ gruplu polimer firga Uzerine
immobilize edilmigtir. UV-GB ve XPS analizi ile opitmum immobilizasyon

siresi 16 saat olarak belirlenmistir.

Nanoparcacik immobilizasyonunda farkli agilarda alinan gerceklestirilen
XPS karakterizasyonu ile hemen hemen tim altin nanopargaciklarin

yuzeylerde ug grup olarak bulundugu belirlenmisgtir.

Optimum kosullarda gerceklestirilen altin nanopargacik immobilizasyon
sonrasinda gerceklestirilen AFM analizi ile ylizeylerdeki ortalama partikil
saylsi 185 partikil/ um® ve yiizey RMS degeri 6,48 nm olarak

belirlenmistir.

Polimer fircalarin LCST Uzerindeki sicakliklarda altin nanoparcgaciklarin
topaklasma egiliminde oldugu ve bu topaklasma sonucu yizey RMS

degerinin 10,2 nm de@erine yukseldigi belirlenmistir.
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Yuzeyler Uzerine bir ucu tiyollenmis ve diger ucu metilen mavisi ile
modifiye edilmis prob-ssDNA baglanmistir. SERS ile yapilan
optimizasyon calismalarinda optimum baglanma suresinin 12 saat,
optimum DNA derisiminin 1,0 uM oldugu belirlenmistir. Optimizasyon ayni
zamanda fluoresans mikroskobu ile belirlenmig ve SERS sonuglari ile

uyum icinde oldugu belirlenmistir.

Prob-ssDNA baglanmasindan sonra yuzeyler Ulzerine hedef-ssDNA
baglanmis ve ardindan indosiyanin yesili modifiyeli ve altin nanoparcacik
tzerine bagh etiket-ssDNA baglanmistir. Oda sicakliginda yapilan SERS
analizi ile Hepatit B teshisi icin hazirlanan hibrit sistemin tayin edilebilme

siniri 0,44 fM olarak belirlenmistir.

Polimer fircalarin LCST degerinin Uzerinde yapilan SERS analizi ile
Hepatit B teshisinde hibrit sistemin tayin edilebilme siniri 0,13 fM olarak

belirlenmistir.

Hazirlanan hibrit sistemin, farkli ss-DNa iplik¢ikleri ile yapilan calismada

seciciliginin oldukca ytksek oldugu gdsterilmistir.

Hazirlanan hibrit sistemlerin bir ay sire sonrasinda bile oldukca yuksek
aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Silika nanoparcaciklar Stober yontemi ile sentezlenmis ve TEM ile

ortalama ¢api 62 nm olarak belirlenmigtir.

Silika nanoparcaciklar Gzerine ilk olarak IPTS molekili baglanmis ve
TEM ile ortalama capi 63 nm olarak belirlenmistir. Ayrica IR ve XPS
analizi ile IPTS molekulinin nanoparcaciklar tzerine kovalent olarak

baglandigi anlasiimistir.
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Modifiye edilmemis silika nanoparcaciklarin su degme agcisi yaklasik 13°
ve IPTS modifiye edilmigs parcaciklarin ise yaklagik olarak 82°

bulunmustur.

Hem silika nanoparcaciklar Gzerinde hem de c¢Ozelti igerisinde
polimerlesme gerceklestirilmigtir.

Cozelti icinde olusan  polimerlerin  karakterizasyonu  sonucu

polimerlesmenin yasayan/kontrolli davranista oldugu belirlenmistir.

Nanoparcacik yuzeyinde gerceklestirilen farkli polimerlesme surelerinde
yapilan XPS karakterizasyonu sonucu nanoparcaciklarin bagil olarak
karbon ve oksijen icerigi artarken, silisyum ve iyot atomlarinin bagil
miktari azalmaktadir.

10 saat polimerlesme siresi sonrasinda nanoparcaciklarin TEM ile
yapilan karakterizasyonu sonucu yaklagik olarak 7 nm polimer firca
tabakasina sahip oldugu belirlenmistir.

Fe;O, yapisinda manyetik nanoparcaciklar sentezlenmis ve TEM

karakterizasyonu sonucu ortalama ¢api 11 nm olarak belirlenmistir.

Sitrat indirgeme yontemi ile Fe3O,@Ag vyapisinda c¢ekirdek-kabuk
nanoparcaciklari sentezlenmis ve UV-GB bdélgesinde 418 nm dalga
boyunda maksimum absorbans verdigi gorulmustir. XPS analizi ile
manyetik parcaciklarin tUzerinde gumus tabaksinin varligi kanitlanmistir.
Ayrica TEM ile yapilan karakterizasyonda ortalama 8 nm gumus

tabakasinin oldugu belirlenmisgtir.
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Her iki manyetik nanoparcacigin oda sicakliginda superparamanyetik
Ozelikte oldugu belirlenmistir. FezO, nanoparcacikalarin doygunluk
manyetizasyon degeri 63,4 emu/g iken Fe30,@Ag parcaciklarin ise 38,7

emu/g olarak belirlenmistir.

FesO,@Ag nanoparcgaciklari Uzerine anti-CEA baglandiktan sonra
Bradford denemesi yapiimis ve baglanan anti-CEA miktari 3,41x10™*2
pg/parcacik olarak belirlenmigtir.

XPS karakterizasyonu sonrasinda 6zellikle 400 eV civarinda N 1s pikinin
gozlenmesi parcacik yizeylerine kovalent bir baglanma oldugunu

gostermektedir.

Silika nanoparcaciklar tzerine de anti-CEA immobilizasyonun ardindan
CEA antijeni baglanmig ve en son olarak anti-CEA bagli manyetik gimus
nanoparcaciklar ile “sandvic kompleks”in olugsmasi saglanmistir. hicbir dis
manyetik alan olmadan gerceklestiriien SERS analizi ile hazirlanan hibrit
sistemin CEA antijeni tayin edebilme sinirn 0,08 ng/mL olarak

belirlenmistir.

SERS analizi sirasinda dis bir manyetik alan uygulanmasi sonucu
hazirlanan hibrit sistemin CEA antijeni tayin edebilme siniri 1 pg/mL
olarak belirlenmistir.

Farkli proteinler kullanilarak yapilan secicilik ¢calismasinda hibrit sistemin

CEA antijenine karsi oldukca segici davrandigi belirlenmigtir.
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