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OZET

Yiksek Lisans Tezi
PLAZMA POLIMERIZASYONU YONTEMI KULLANILARAK KUVARTZ
AYAR CATALI TABANLI TROPONIN-T BIYOSENSORUNUN
GELISTIRILMESI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Mikro ve Nanoteknoloji Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Mehmet MUTLU
Tarih: Aralik 2017

Akut miyokard infarktlis (AMI), kalbe giden kan dolasiminin aniden kesilmesi
sonucunda, kalp kaslarinin zarar gdrmesi ya da kalp kas1 hiicrelerinin 6lmesine sebep
olabilmekte, bu da hastalarda sakatlik ya da &liime yol agabilmektedir. Kalbin
beslenememesi sonucu olusan bu durumda, kalp kaslarinin salgiladigi proteinler
arasinda Troponin-T de bulunmakta ve AMI baslangicindan itibaren ilk 1 saat i¢inde
kandaki konsantrasyonu yaklasik 2 katina c¢ikmaktadir. Bu calismada, plazma
polimerizasyonu yontemi kullanilarak kiitle hassas kuvartz ayar catali (QTF) tabanl
bir Troponin-T sensori gelistirilmesi amaglanmigtir. Kuvartz ayar gatali yiizeyi; n-
heptilamin, pentilamin ve 1,2-diaminosiklohekzan ile farkli gii¢ ve uygulama
stirelerinde plazma polimerizasyonu yontemi kullanilarak modifiye edilmistir. Yiizey
lizerinde elde edilen ince filmlerin temas agilar1 film kararliligini belirlemek amaci
ile 1 ay boyunca takip edilmistir. Bunun yani sira elde edilen direng 6l¢timlerinde

direncin 0.01 MQ seviyesinden 4.28 MQ seviyesine kadar ¢iktig1 gézlenmistir.



Ince film ozellikleri, taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet
mikroskobu (AFM), X-1s11 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ve Fourier doniistimlii
kizilotesi spektroskopisi (FTIR) gibi goriintiilleme ve spektroskopik yontemler ile
karakterize edilmistir. QTF yiizeyine kaplanan filmler daha sonra farkli stirelerde
gluteraldehit (GA) buhar1 ve ¢ozeltisi ile etkilestirilerek Kimyasal olarak aktive
edilmigtir. Piezoelektrik o6zellik tasiyan QTF’lerin frekans degisimleri bu tiim
degisim uygulanan siire¢ler Oncesi ve sonrasinda takip edilmistir. Bu olgtimler
kaplanan ince film hakkinda bilgiler vermenin yaninda, gelistirilmesi hedeflenen
kiitle hassas biyosensor i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. Elde edilen sonuglara gore,
yiizey aktivasyonu yapilan QTF’lere farkli konsantrasyonlarda sigir serum albumin
baglanmis ve frekans degisimleri takip edilmistir. Elde edilen verilerin, kiitle hassas

biyosensor platformlarinin gelisimine dnciiliik etmesi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Plazma polimerizasyonu, Kuvartz ayar ¢atali, Troponin-T



ABSTRACT

Master of Science
DEVELOPMENT OF QUARTZ TUNING FORK BASED TROPONIN-T
BIOSENSOR BY PLASMA POLYMERIZATION METHOD

Pelin KOMURCU

TOBB University of Economics and Technology
Institute of Natural and Applied Sciences
Micro and Nanotechnology Science Programme

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet MUTLU
Date: December 2017

Acute myocardial infarction (AMI) may be the reason of irreversible myocardial cell
damage or ischemic necrosis in case of a sudden loss in the blood supply to
myocardium. This medical case can cause the death or disability of the patient. In
case of ischemia, heart muscles release some proteins including Troponin-T. The
concentration of this protein levels to twice of its initial concentration in blood within
the first hour after heart attack. In this study, development of quartz tuning fork
(QTF) based troponin-T biosensor by plasma polymerization method has been
introduced. Surface modification of quartz tuning fork made by plasma
polymerization method at diffrent discharge powers and exposure times with n-
heptylamine, pentylamine and 1,2-diaminocyclohexane. Contact angle of the thin
films deposited on the surface has been investigated for 30 days interval. In the
resistivity measurements it has been seen that the initial resistivity has been increased
from 0.01 MQ to 4.28 MQ.

Thin film properties have been characterized by scanning electron microscopy
(SEM), atomic force microscopy (AFM), X-Ray photoelectron spectroscopy (XPS)
and fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). These films were to exposed
Glutheraldehyde (GA) in different mediums and exposure times in order to activate

Vi



the surface. Frequency shifts of these QTFs were to be measured before and after
glutheraldehyde activation. These measurements both gives important data on
deposited thin fils and is very important for the development of the immunosensor.
After the activation of the surfaces, QTFs ere to dipped into different concentrations
of bovine serum albumin and the frequency shifts were investigated. These findings

will be useful for the development of mass sensitive biosensor platforms.

Keywords: Plasma Polymerization, Quartz tuning fork, Troponin-T.
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1. GIRIS VE LITERATUR OZETi

Sensdrler; sicaklik, nem, kiitle, basing vb. degiskenlerin algilanmasi i¢in kullanilan,
ayrica bu degiskenlerin algilanabilecegi evrensel ve kolay elde edilebilecek bir
sinyale doniistiiriilmesini saglayan cihazlardir. Bu doniisiimii saglayan bilesene

cevirici/doniistiiriicii denir. En ¢ok bilinen ceviriciler; 1s1 6lcerler ve termistorlerdirt?.

Biyosensorler, fiziksel ya da kimyasal degiskenlerin algilanmasini saglayacak
biyoreseptdr adi verilen ve hedef analite 6zgii ve ceviricilerin sinyal olusturmasina
yardime1 olan bilesene sahip sensorlerdir™. Tipik bir biyosensor Sekil 1.1 deki

bilesenlerden olusur.

Biyoreseptor
-Antibadi
Enzim

Viras

GeviricilDonigtirici
-Optik, Termal,
Piezoelektrik,
Bakteri vb... Elektrokimyasal

[BiLGiS AVAR I_enijital Sinyal

Sekil 1.1. Tipik biyosensor 6rnegi.

Fizikzel ya da
Kimyasal
Analit

Piezoelektrik malzemeler, mekanik bir stress uygulandiginda bunu elektrik akimina
cevirirler ya da tam tersi Ozellik sergileyebilirler. Kuvartz kristaller piezoelektrik
ozellik tagiyan bir malzeme tiirii olup, kuvartz ayar ¢atali yapisinda da yer alir. Bu
tez ¢aligmasinin amaci literatiirde eksikligi goriilen bir biyosensor ceviricisi olarak
kuvartz ayar catalimin kullanmasini saglamak ve bununla beraber kalp krizi
sonrasinda salgilanan bir protein olan Troponin-T’nin algilanmasini saglayacak QTF

tabanli bir biyosensor (immiinosensor) gelistirilmesidir.



1.1 Miyokard Infarktiisii (MI)

Gliniimiiz diinyasinda yiiksek 6liim oranlarina sahip hastaliklardan birisi “Miyokard
Infarktiisii (MI)” ya da ¢ok bilinen adiyla “Kalp Krizi”dir. Gégiis agris1 ile acillere

basvuran hastalarm %30’a yakinina kalp krizi teshisi konmaktadir?!,

Kalp krizi basit olarak anlatilmak istenirse, kalbi besleyen ana atar damarlardaki
oksijen ve besinin kesilmesi/azalmasi sebebiyle kalp kaslarmin zarar goérmesi ya da

olmesidir denilebilirl.

Kalp krizinin teshisi 6-12 saat arasi siirdiigii gibi fiziksel bakinin yaninda bazi tanisal
testler ve Ol¢limler almak gerekmektedir. Bunlardan bazilar1 elektrokardiyogram
(EKG), akciger grafisi, bazi hastalarda kan gazi 6l¢iimii ve her hastada bakilan
kardiyak enzimlerdir®®). Tani koyarken yalmzca EKG ya da akciger grafisi yeterli
bilgiyi saglayamayacagi gibi, kalp krizinde tani igin kan testlerinde; kreatin kinaz

(CK-MB), myoglobin ve kardiyak troponin (c-Tn) proteinlerine bakilir (Sekil 1.2).
1.1.1 Miyoglobin

Myoglobin; kas hiicrelerine bulunan, kandaki oksijen ve demirin baglandigi bir
proteindir. Normalde kanda az miktarda bulunmaktadir. Kas hiicreleri hasar
gordiiglinde ya da kalp krizi gibi kaslara oksijen beslenmesinin kesildigi durumlarda
kana yiiksek miktarlarda salinmaktadir. Kalp krizinin bir belirteci olan miyoglobin,

troponinler kadar hassas 6l¢iim degerleri vermemektedirt®l.

1.1.2 Kreatin Kinaz

Kreatin kinaz (CK); beyin, iskelet ve kalp kaslarimizda bulunan ve hiicrelerin normal
islevlerini yerine getirmlerini saglayan enzimlerdir. CK-MB genellikle kalp
kaslarinda bulunur ve kalp krizi sonrasinda kan igerisinde yaklasik 12 saat iginde
tavan yapar. Kalbe 6zgii troponin proteinleri olan troponin-T (c-TnT) ve Troponin-I

(c-Tnl) kalp krizi sonrasinda 6 saat icinde pik konsantrasyona ulagirlarll,



1.1.3. Kardiyak Troponin-I

Troponinler kanda ¢ok ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunmak ile beraber kaslarin
kasilmasini regiile eden proteinlerdir. Kalp kaslarinda olusan hasar sonucunda kana
kardiyak troponin ailesinden olan troponin-T (c-TnT) ve troponin-I (c-Tnl) salinr
(Sekil 1.2). Gilinlimiizde tanilarda c-Tnl kalp krizi tanisinda baz alinmaktadir. Fakat
c-Tnl konsantrasyonunun yiikselmesi kriz sonrasinda yaklasik 4-6 saati bulmaktadir.
Oysa ki c-TnT konsantrasyonu kriz sonrasindaki 1 saat igerisinde kandaki miktarinin

8-10 katia yiikselmektedir ve c-Tnl proteininin yerini alma potansiyeline sahiptir(l.
1.1.4. Kardiyak Troponin-T

Kardiyak troponin T (c-TnT), 6l¢iimlerinin hassaslhigi ve gerekliligi tizerine pek ¢ok
calisma yapilmistir®’1%, Avrupa’da hastanelerde ve acil servislerde c-Tnl Sl¢iimleri
yerlerini ¢c-TnT 6l¢iimlerine birakmisken, Amerika Birlesik Devletleri’nde de c-TnT

yavas yavas kullanilmaya baslanmugtir(?,

Troponin T
Troponin C H

Troponin |

. ropomyosin
\Tmpnm}fosin bag-
“ Aktin kuyruk cakismasi

Sekil 1.2. Kalp kas1 iliistrasyonu 141,
1.2 Biyosensorler

Bir biyolojik tanima mekanizmasina sahip olarak, kimyasal madde ve molekiillerin
nicel ve/veya nitel tayininde/izlenmesinde kullanilan analitik cihaz “Biyosensor”
olarak tanimlanabilri (IUPAC). Ilk biyosensér Leland C. Clark Jr. tarafindan 1956
yilinda oksijen tespiti i¢in kullanilmistir ve “Clark elektrodu” olarak adlandirilan bu

sensor, 1962 yilinda yine Clark tarafindan amperometrik enzim elektrodu glikoz



tespiti icin gelistirimistir™, Giiniimiizde termal, optik, amperometrik, piezoelektrik

cevirici kullanilan biyosensorler kullanilmaktadir.

1.2.1. Termal Biyosensorler

Termal biyosensorler; kalorimetrik ya da entalpimetrik enzim sensorleri
(biyosensorler) olarakta adlandirilirlar. Bu sensorlerin ¢alisma prensiplerinde
enzimatik tepkimeler sirasinda ya da sonrasinda olusan sicaklik degisimleri, entalpi
degisimleri yer alir. Termal biyosensorlere glikoz oksidaz enzimi ile glikoz katalizi
deneyi drnek verilebilir. Bu deney sirasinda agiga ¢ikan 1s1 miktar1 yaklasik olarak 80
kJ/mol kadardir. Bu 1simin yayilma hiz, biyosensor tarafindan oSlciilebilecek kadar

yiiksek termal kiitleye sahip cevirici ile dlgiiliir B7.

1.2.2. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorlerin 151tk emilim esasli, yansitma esasli, 1s1ma esasl vb. cesitleri
vardir. Bu grup biyosensorlerde hedef analit dogrudan ya da dolayli yolla 1s181n
kirinimi, yansimasi, emilimi esas alinarak tespit edilebilir. Optik biyosensorlere
ornek olarak; Yiizey plazmon rezonansi (SPR), fiber optik biyosensorler, floresant

1istnimli kilcal dolum cihazlar1 (FCFD) érnek verilebilirt®el,
1.2.3. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorlerde, disaridan voltaj uygulanan iki elektrodun arasindaki
denge bozularak sistemin tekrar dengeyi bulmasi saglanir ve bu sirada elektrodlar
tizerinden gegen akim ol¢iiliir. Amperometrik sistemler indirgenme ve yiikseltgenme
tepkimelerine dayali 6lgiimlerdir. Ornek olarak diinya iizerinde ilk biyosensor

olarakta bilinen Clark elektrodu verilebilir37:381,

1.2.4. Kiitle Hassas (Piezoelektrik) Biyosensorler

Optik ve elektrokimyasal geviriciler en popiiler biyosensor bilesenleri olmakla
beraber, son zamanlarda piezoelektrik ¢eviriciler de dikkat ¢cekmeye baslamislardir.
Piezoelektrik ¢eviriciler kiitle hassas biyosensorler i¢in uygun platformlar

olusturmaktadirlarf.



1900’Li yillarin sonunda Curie kardesler kuvartz {izerinde caligirlarken, uygulanan
basma ¢ekme islemi sonucunda malzemenin voltaj olusturdugunu kesfetmislerdir.
Tam tersininde yani elektrik akimi uygulanan bir piezoelektrik malzemenin uzayip

kisaldig1 goriilmiistiir™,

Kuvartz kristaller (Sekil 1.3.) gegici bir siire igin elektrik enerjisini depolayip daha
sonra bu enerjiyi salabilir. Bu da bir resistor-indiiktor-kapasitor(RLC) devresi gibi
belirli rezonans frekansinda harmonik osilasyon yapmasini saglar. Bu tarz belirli

frekansarda sinyal iireten kuvartz kristallere kristal osilatorler denir™.

Sekil 1.3. Kuvartz kristalleri™3l.

Kuvartz kristal mikrobalans (QCM) (Sekil 1.4.) giiniimiizde en ¢ok kullanilan kiitle
hassas biyosensor ceviricilerinden biri olmasinin yani sira, bir kristal osilatordiir.
Metal elektrod ile birlestirilmis bir kuvartz kristalin bir yiiziine kiitle bindirildiginde
rezonans frekansinin diisiisii ile ilgili calisma 1959 yilinda Giinter Sauerbrey
tarafindan yapilmistir!¥, Bu da altin elektrodu bulunan QCM’i kiitle hassas
biyosensorler i¢in bulunmaz bir firsat konumuna sokmustur. QCM AT kesimli (Sekil
1.6.) bir kuvartz kristal osilatore sahiptir. Bunun yani sira sahip oldugu degerli
madenden meydana gelen metal elektrodu yiiziinden fiyati endiistriyel herhangi bir

sensOr i¢in dezavantaj olusturmaktadir.



Sekil 1.4. QCM 6rnegil*.

QCM’den daha avantajli 6zelliklere sahip kuvartz ayar ¢atali QTF son zamanlarda
yeni kiitle hassas biyosensor bileseni olarak dikkat ¢ekmeye baslamistir. QTFler
giintimiizde kol saatlerinde sik¢a kullanilan malzemelerdir. Fiyatlart QCM’lere gore
yaklastk 100 kat kadar daha ucuzdur. Oteki o6zelliklerinin yani sira QTF’ler

QCM’lere gore daha avantajli ¢eviriciler olmaya adaydir.

1.3 Kuvartz Ayar Catah (QTF)

Kuvartz ayar ¢atali (QTF) (Sekil 1.5.) bakir elektrodlara ve kuvartz kristallere sahip
bir geviricidir. QTF ayar kesimi XY ekseni tizerinde, Z eksenine 2 derecededir (Sekil
1.6). X ekseni “elektriksel eksen” olarak kabul edilir ve mekanik stress
uygulandiginda elektriksel polarizasyon bu yonde olusur. Benzer sekilde Y ekseni
“mekanik eksen”dir ve elektrik akimi uygulandiginda kristal “kayma modu”nda

titresir(*®],

Sekil 1.5. QTF 3 Boyutlu ¢izimi.
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Sekil 1.6. Kuvartz kristallerinin kesim yénleri ve eksenlerin tanimlar (261,

QTF, QCM’lere gore daha yiiksek frekans stabilitesine, tekrarlanabilirlige, diisiik
cevap verme siiresine ve fiyata sahiplerdir. Bunun yam sira kalite faktorii (malzeme

icinde depolanan enerji ile salinan enerji arasindaki oran) vakumda 100.000’leri

bulurken, atmosferik kosullarda 10.000’lerdedir(*].

Zhang ve O’Shea (2003)'7 yaptiklar1 calismada kati haldeki bir ince filmin catal

tizerine kiitle bindirmesini hesaplayacak esitligi su sekilde agiklamislardir:

o 0
Awg = —ﬁAm yada Afy = —EAm

Bu esitlikte wg ayar ¢atalinin kalinligini, f, etki edilmemis ¢atal frekansini, m ve
Am de ayar catali demetinin gercek kiitlesini ve yiiklenmis gercek kiitleyi ifade
etmektedir. Tabi bu denklem sicaklik, basin¢ gibi etmenlerin ihmal edilmesi

durumunda gecerli olmaktadir.

Bu denklem iizerinden hesaplamalar yapildigindaysa goriilmiistiir ki QCM’in sahip
oldugu ~1ng/ml hassasligi QTF’de yaklagik 13 kat1 civaria ¢ikarak yaklasik 13 ng
lik bir yiik biniminde 1 Hz’lik bir frekans kaymasina yol acacagi hesaplanmugtir 7],
Bu da gostermektedir ki hem ucuz hem de daha hassas bir kiitle hasas biyosensor

QTF yardimiyla gelistirilebilir.



1.4 Plazma Polimerizasyonu

Yiizey teknolojileri, malzemenin makro boyuttaki 6zelligini kaybetmeden yiizeyinde
yapilan modifikasyonlar olarak tanimlanabilir. Bu teknolojilerle malzemelerin
kimyasal (biyouyumluluk, su tutma vs.), mekanik (siirtinme vs.), elektriksel
(iletkenlik) ve optik (gegirgenlik, yansitma vs.) Ozelliklerini degistirilmesi

mimkindiir.

Tim yiizey teknolojileri iginde plazma tabanlh olanlar diisiik basing, diisiik sicaklik,
genis monomer yelpazesi ve 1slak kimyaya nazaran pahali kimyasallar kullanmamasi
sebebiyle avantajli bir konumdadir. Yarattigi bir atik olmadigindan ¢evre dostu bir
prosesdir. Bunun yani sira proses parametreleri degistirilerek istenen kalinlik,

kristalinite, kimyasal yapida ve morfolojide filmler elde edilebilir.

Akkor bosalim ile kat1 halde organik film elde edilmesi ilk olarak Alman bilim
adamlari tarafindan 1796 yilinda raporlanmistir*®l. Plazma polimerizasyonu ile elde
edilen filmler (PPF) normal polimerlerden farkli olusuma ve aga sahiptirler (Sekil

1.7). Sahip olduklar yiiksek capraz baglar sayesinde ticari polimerlerden ayrilirlar.

Monomer @
9 o [#]
Ticari Polimerier & L © L
o L&) L o
port ¥ 0,0 () o
PPF § VRN SS 1
0 %R oL T4

@ 70‘;00 ©

Sekil 1.7. Plazma polimerizasyonu ile elde edilen filmler[®,

Plazma polimerizasyonu, yiizeye istenilen fonksiyonel grubun (amine, karboksil,
halojeniir vb.) baglanabilmesini sagladigi i¢in genis bir kullanim yelpazesine sahiptir.
Bu alanlara 0Ornek olarak; biyomolekiil immobilizasyonu, hiicre biiyiitme,
antibakteriyel ya da paslanmaz kaplamalar, siiper-hidrofilik ya da -hidrofobik
kaplamalar verilebilir.

Plazma polimerizasyonunun ilk adimi organik malzemenin plazma odacigi igine

buharlastirilmasidir. Daha sonra plazma fazinda enerjik elektronlar ve monomerler



arasinda aktivasyon baslar. Genelde radikal olusumu ile ilerledigi sanilan
polimerizasyon igin pek c¢ok mekanizma ileri siiriilmistiir. Bunlarin en inliisi
Yasuda’nin 1985 yilinda 6nerdigi asamali bilyiimedir (Sekil 1.8)1°l. Fakat son
yillarda anlagilmistir ki radikallerin yani sira iyonlar biiyiikk o6l¢iide PPF’in

olusmasina 6n ayak olmaktadir!*®l,

T
l / Mi. + MM — Mi_Mo

Mi. > Mi' +.Mj —_— Mi*M'

‘L\. M. :

1
Gapraz Dongu
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.Mk.
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Sekil 1.8. Yasuda’nin 6nerdigi PPF’lerde asamali biiylime mekanizmasinin sematik

gosterimil*?l,

Biyomolekiil immobilizasyonu i¢in kullanilabilecek amine igerikli ince film
kaplamalariyla ilgili pek c¢ok farkli caligma literatirde mevcuttur®202l By
calismalarda goriilmistiir ki amine igerikli ince filmi karakterize etmek i¢in Fourier
doniistimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), X-1is1m1 fotoelektron spektroskopisi
(XPS), taramal1 elektron mikroskopisi (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM),

temas agis1 gibi yontemler kullanilabilir.

1.5. Ince Film Karakterizasyon Yontemleri
1.5.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Elektromanyetik spectrumda kizidtesi alam1 14.000 ile 10 cm™ dalga numarasina
denk gelmektedir. Dalga numarasi (v) frekans ile ters orantili olmakla beraber
asagidaki baginti ile verilebilir;

7 S 1 _4&_U(HZ)
B(cm )—A—(um)xm (Cm)_ e




Kizil6tesi 1sinimi (IR) enerji bariyerleri arasindaki elektronik gecisi saglayamayacak
kadar diisiik enerjilidir. Bu sebeple de IR 1sinimin absorblanmasi molekiil i¢indeki
kiiciik enerji farklari olan titresim ve donel hareketlerle sinirlanmistir. IR 151m1m
soniimlendiginde, molekiil titresir ya da donel hareket gosterir (Sekil 1.9) bu da dipol
momentinde bir degisime yol agar. Dipol moment, yiik siddeti farkindan ve yiik
merkezlerinin arasinda olusan uzaklikla belirlenir. Bu yiizdendir ki homoniikleer
tiirlerde (Clz, N2 vb.) dipol moment degisimi gozlenememekte, dolayisi ile ve IR

spektroskopisinde goriintillemek miimkiin olmamaktadir!?®l,

A A

Simetrik Asimetrik Diizlem digt
Gerilme Gerilme Burkulma
= = — — “«— —
Diizlem digi Diiziem igi Diizlem igi
Salinma Sallanma Makaslama

Sekil 1.9. Gerilme ve biikiilme titresim modlari.

Dénel gegislerde gerekli enerji miktar1 ¢ok kiiciiktiir. Yaklasik olarak © < 100 cm™
kadar 1s1maya ihtiya¢ duyulur. Titresim modlarinda 2 ve 3 atomlu molekiillerin
absobsiyon enerjilerini hesaplamak kolayken yliksek atomlu molekiillerde birden
fazla dipol merkezi olusacagmdan hesaplamalar zordur®l. Gerilme ve biikiilme
titresim modlar1 Sekil 1.9°da verilmistir. Bu modlar sayesinde, spektrum iizerinde

baglar arasindaki iliskiyle yani molekiillerle alakal1 bilgi elde edilebilir.

IR 1s1mas1 3 farkh sekilde yapilabilir. Fakat en ¢ok kullanilan1t Fourier Doniisiimli
interferometre kullanilan spektrometrelerdir ya da kisaca FTIR. FTIR’lar hizl,
yiikksek ¢oziintirliiklii, yiiksek hassasiyete sahip, daha dogru ve kesin sonug¢ veren
karaktere sahiptir. Ayrica sinyal/gliriiltii oranm1 yiiksektir ki, bu da tekrarlanabilirligi

ve dogru 6l¢limii almamiza yardime olur.
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FTIR-ATR (Attenuated Total Reflectance)(Sekil 1.10) FTIR’a baglanan kiiglik ek
parcadan olusur ve malzeme hazirlama siirecinin neredeyse ortadan kaldiran bir
methoddur. Bir 151n yogun ortamdan daha az ogun ortama gegis yaparsa yansima
olusur. Bu yansiyan 1sin mikron seviyesinde malzeme igine penetre olur. Bu penetre
olan dalgaya “sénen dalga” denir?®l. Daha az yogun olan ortamda absorblanan bu
sonen 1s1ma, zayiflamaya sebep olur ve zayiflayan dalganin tam yansimasi olarak
adlandirilir (ATR).
Ornek

/
—TN N

o A A
3 T

L ATR Kristali
Isik Kaynagi

Filtreler Dedektor

Sekil 1.10. ATR ¢alisma prensibi.

1.5.2. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ya da bir diger adiyla taramali kuvvet
mikroskobu istenilen yiizeyin yiiksek c¢oziiniirliiklii 3 boyutlu goriintiilenmesine
yardimet olur. Ilk olarak 1980 yilinda Binning ve Rohrer tarafindan gelistirilen AFM
bilim adamlarina nobel kazandirirken, ilk olarak 1989 yilinda ticari olarak satisa

sunulmusturt?®l,

Sivri ug, igne ya da manivela (Sekil 1.11) 3 farkli modda galisir. Yiizeydeki
atomlarla arasinda olusan itme ve ¢ekme kuvvetleri incelenerek ylizeye dair bilgi
elde edilebilir. Manivelanin yiizeye temas ederek kullanildig1 “temas modu”, yiizeye
temas olmayan “temasiz mod” ve ylizeye vurularak uygulanan “vurma mod”u

manivelanin kullanildig 3 farkli moddur.
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Sekil 1.11. AFM ucu (ignesi/manivelast) 2],

1.5.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramali1 elektron mikroskobu ilk olarak 1965 yilinda ticari olarak piyasaya
siiriilmiistiir?®). SEM malzemenin; yiizey morfolojisi ,topografisi, sekil ve boyutlart

ayrica kimyasal yapis1 hakkinda bilgi verir.

Elektron tabancasinin i¢inde bulunan flamente uygulanan yiiksek sicaklik ile flament
tizerinden kopan elektronlar bir elektron bulutu olusturur. Bu elektron bulutu
elektromanyetik Ozellik gosteren mercekler yardimlariyla numune {iizerine
yonlendirilir. Biitiin bu islemler yiiksek vakum altinda yapilmaktadir. Numune
lizerine yoOnlendirilen elektronlar ile numune elektronlar1 arasinda olusan
etkilesimden 3 farkli sekilde yararlanilir. Tlki geri sagilan elektronlardir. ivmelenmis
elektronlarin atom ¢ekirdegi ile yaptig1 elastik ¢arpigma sonucunda geri sagilmast ile
yiizey hakkinda bilgi verir. Ikincil elektronlar, numuneye yonlendirilen elektronlar ve
atomun enerjisi diisilk seviyelerindeki elektronlarla elastik olmayan carpigmasi
sonucunda elde edilir. Bu elektronlardan yiizeyin topografisi hakkinda bilgi edinilir.
Son olarak, atom {izerinde uyarilan elektronlar X-1s11 yayarlar. Bu yayilan X-1silart

ile de numunenin icerigi hakkinda bilgi edinilmis olur®l,

12



1.5.4. X-Ismm fotoelektron spektroskopisi (XPS)

X-Ismi fotoelektron spektroskopisi incelenen 6rnegin kimyasal yapis1 hakkinda bilgi
toplamak i¢in kullanilir. Yiizey ya da ara yiizey ile alakali detayl bilgi verebildigi ve

genis ornek yelpazesine uygulanabildigi i¢in ¢ok kullanilan bir tekniktir.

X-Ism1 ile bombardiman edilen yiizey, X-1s1m1 fotonunun g¢ekirdek elektronlardan
birine ¢arparak enerjisini aktarmasi ile bunun sonucunda gelen fotonun enerjisine ve
baglanma enerjisine bagli olarak salinmasi ve vakum ortaminda toplanarak dedektore
yollanmasi seklinde ¢alisir. Dedektore gelen fotoelektronlar analiz edilerek elemental
konsantrasyon belirlenir. Bu fotoelektronlar yaklasik olarak 5Snm’lik kalinliktan

toplanirl?,

Yiizey analizi yariiletkenler, kataliz, cam, kaplama, ultre-ince filmler ve benzeri pek

cok alanda ise yarayabilir.
1.5.5. Temas acis1 (CA)
Temas agis1 Olgiimleri (Sekil 1.12.) yiizeyin i1slatma karakteri ile ilgili bilgi

vermektedir. Yiizeylerin hidrofilik ya da hidrofobik karakterlerini, yiizey gerilimini

takip acisindan pratik ve ucuz bir yontemdir.

A B . C w
25.1°+2.6° 93.5°+6.2° 38.2°#1.7°

D - ) E . F l
34.7°42.2° 98.2°+3.1° 92.0°42.8°

a0 0.

Sekil 1.12. Temas Agis1 6l¢tim 6rnekleri.
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Olgiimler gonyometre-teleskop adi verilen, yiizeye damlatilacak sivinm hamilton
igneden ¢ikip ylizey ilizerine damlamasini, damladiktan sonra yiizey, sivi ve ortam
arasidaki 3’lii noktadan alinan tanjant agisini 6lgmeye yarayan kamera sistemi ile

gergeklestirilir.

Olgiimlerde 10°den kiigiik agis1 olan drnekler superhidrofilik, 10° < x < 90° arasinda
olanlar hidrofilik, 90° < x < 150° olanlar hidrofobik ve 150° den biiyiik a¢is1 olanlar

superhidrofobik olarak adlandirilirlar.

1.6. Gluteraldehit ve Amine Gruplarinin Etkilesimi

Gluteraldehit (GA) (Sekil 1.13.) renksiz, su icinde ¢oziinebilen ve aldehitlerin
verdigi tiim reaksiyonlar1 gésteren bir kimyasaldir. GA tek basina insan sagligi i¢in
tehlike arz etmesine ragmen enzim immobilizasyonu i¢in siklikla kullanilan bir

malzemedir.

Sekil 1.13. Gluteraldehit ball-stick seklinde gosterimi.

GA sahip oldugu 6zellikler sebebiyle protein ¢apraz baglayict ajanmi olarak kullanilir.
GA aktivasyonu farkli yontemler ile gergeklestirilebilir B2, Amin ya da amino
gruplar1 kullanilarak yapilan GA aktivasyonu, GA-amin baginin kuvvetli ve stabil
olmasi sebebiyle, amin gruplar1 bulunan destekler {izerinde protein immobilize etmek
icin literatiirde sik¢a secilmistir®:®2. Kullanilan yonteme ve duruma gore (pH,
konsantrasyon, sicaklik gibi) her amin grubuna bir ya da 2 GA molekili
baglanabildigi gibi tam tersi, yani her GA molekiiliine bir ya da 2 amin grubu
baglamak miimkiindiir®Y. Sekil 1.14 de reaksiyonlara verilebilecek bir GA-amin

grubu ¢apraz baglanmasi 6rnek verilmistir.
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Sekil 1.14. Gluteraldehit-amin grubu gapraz baglanma mekanizmasi3,

1.7. Model Protein Olarak Sigir Serum Albumin (BSA)

Serum albumin dolagim sisteminde en ¢ok bulunan proteinlerden biri olmakla
beraber sudaki ¢oziiniirliigli ¢ok yiiksektir. Yapilan ¢alismalarda da kanin pH’indan
albuminin sorumlu oldugu goriilmiistiir®!. Memelilerde karacigerde iiretilen bu
protein, Oteki protein aktivitelerini etkilemedigi i¢in arastirmalarda siklikla
kullanilmaktadir®. Sigir serum albumin (BSA), insan viicudunda iiretilen albumine
cok benzemekle beraber sadece agirlik olarak birbirlerinden ayrilir. Model protein
olarak calismalarda siklikla kullanilir¥. Sekil 1.15. serum albumin molekiiliiniin

model goriiniimii ve bosluk doldurma modeli ile olusturulmus seklini géstermektedir.
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Sekil 1.15. @) Serum albumin molekiiliiniin model goriintiisit b) Serum albumin
molekiiliiniin bosluk-doldurma methodu ile ¢izilmis 6nden goriintiisii (sar1 kisimlar
nétr, mavi kisimlar bazik ve kirmizi kisimlar asidik bolgeleri ifade eder) ¢) Bosluk
doldurma methodu ile elde edilmis serum albumin molekiiliiniin sol taraftan

goriiniimiil®,
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2. DENEYSEL GERECLER VE YONTEM

Bu calismanin temel amaci, kiitle hassas tabanli bir cevirici olarak kuvartz ayar
catalinin biyosensor uygulamalarinda kullanilabilmesi igin gerekli degisimlerin
yapilmasi ve c-TnT’nin algilanmasini saglayacak biyosensoriin gelistirilmesidir. Bu
ama¢ dogrultusunda aktif ylizey hazirlamaya yonelik amine bazli monomerler
secilmis ve plazma modifikasyonunda dogrudan yiizeylere plazma ortaminda
uygulanmistir. Troponin-T seviyesinin takibine yonelik olarak gelistirilmesi
diistiniilen biyosensorde, Troponin-T’ye karsi biyolojik segici molekiil olan anti-TnT

kullanilmastr.

Calismanin basamaklar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir;
v Kullanilacak alttaslarin hazirlanmasi,
v" Ince film kaplamasi igin gereken monomerlerin ve plazma parametrelerinin
belirlenmesi,

v Kaplamalar i¢in kullanilan plazma parametrelerinin iyilestirilmesi,

<

Ince film karakterizasyonlarinin yapilmasi,

v' Yiizeyin kimyasal yontemlerle aktiflestirilmesi, bu parametrelerin
iyilestirilmesi, yiizey karakterizasyonu ve QTF’lerdeki frekans kaymalarinin
takibi,

v" Model protein olarak segilen sigir serum albumin ile yapilan deneyler ve
QTF frekans kaymalarinin takibi,

olarak 6 ana basliga ayrilabilir.

Bu ¢aligmada, grubumuzda 6nceden de yiizey modifikasyonu i¢in kullanilan plazma
polimerizasyon yontemi yontemi kullanilarak alttas yilizey modifikasyonlari
gergeklestirilmistir. Yiizeyde bulunan amine gruplart biyomolekiil baglama amaci ile
kullanildigindan; iki diiz zincirli (alkan) ve bir adet halkali (alkan) amin gruplari

iciren monomerler segilerek, farkli bosalim giicii ve farkli uygulama siiresi gibi
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plazma parametrelerinin etkisi incelenmistir. Bu aragtirmalar sonucunda elde edilen
ince filmler karakterize edilerek, en kararli ince filmler yiizey aktivasyonu igin
gluteraldehit ¢ozeltisine veya buharina maruz birakilmislardir. QTFler iizerinden
yapilan karakterizasyonlar sonrasinda elde edilen optimum kosullar kullanilarak

model protein denemeleri yapilmustir.

Calismanin bu kademeleri gelecek boliimlerde detayli olarak incelenmis, sonuglar

sunulmus ve yorumlanmaistir.

2.1. Deney icin Gerekli Kimyasallar

Alttas calismasi i¢in kuvartz ayar catallar1 ve cam lamlar 6rnek olarak secilmistir.
32.768 kHz rezonans frekansina sahip QTF’ler Shoulder Crystal (Cin)’ dan temin
edilmistir. Bunun yani sira ince film karakterizasyonu icin kullanilan 3.sinif cam

lamlar InterLab (Tiirkiye)’dan satin alinmistir.

%99 safliktaki Pentilamin ve %99 safliktaki heptilamin Aldrich (ABD) ve %90
teknik safliktaki diaminosiklohekzan teknik, isomer karigimi ise Acros Organics
(ABD)’den temin edilmistir. Monomerler, polimer olusumunu engellemek iizere

derin dondurucuda saklanmustir.

Frekans ve ortam Olgiimleri igin kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH= 7.4)
Sigma (A.B.D.)’ dan alinmigtir ve ortam Ol¢timlerinde kullanilmak iizere +4°C de
saklanmistir. Kiitlece %50 glutaraldehit Aldrich (ABD)’ den temin edilmistir. Model
protein olarak segilen sigir serum albumin (BSA, Ma~ 66000 Da) Acros Organics’
den (ABD) temin edilmis, farkli konsantrasyonlarda PBS i¢inde hazirlanarak +4°C

de muhafaza edilmistir.

2.1.1 Secilen monomerlerin ozellikleri

Deneyde kullanilan monomerler pentilamin, heptilamin ve diaminosiklohekzan
olarak belirlenmistir. Deneylerde kullanilan bu 3 farkli monomerin farkli buhar
basinglari, farkli kiitleleri ve kimyasal 6zellikleri vardir. Pentilamin ve heptilamin

(Sekil 2.1.) diiz zincirli uglarinda amin grubu olan alkan grubu hidrokarbonlar
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smifindadir.  Ayrica pentilamin toksikken, heptilamin toksik olmayan bir
hidrokarbondur. Diiz zincire eklenen fazladan iki karbon grubunun getirdigi film
Ozelliklerini takip etmek ve buhar basincinin olusturdugu farkliligi gérmek amaciyla

deney kapsaminda bu iki monomer segilmistir.

H C\/\/\ H.oo NSNS AN
3 NH2 3
a b

Sekil 2.1. Pentilamine (a) ve heptilamine (b) monomerlerinin zincir gosterimi.

Bunlarin yani sira halkali yapiya sahip diaminosiklohekzan (sekil 2.2) monomeri iKi

adet amine grubuna sahip olmakla beraber, toksik olmayan bir monomerdir.

H,N

‘\
w
H > N

Sekil 2.2. Diaminosiklohekzan monomerinin zincir gosterimi.

Bag kirilma enerjileri goz oniine alindiginda karbon azot arasindaki kirilma enerjisi
en diisiik degere sahip oldugundan plazma sirasinda ilk kirilmasi beklenen bag C-N
bagr (305 kJ/mol) olarak belirlenmistir. C-C baglart yiiksek kirllma enerjisine (346
kJ/mol) sahip olmakla beraber halkali yapidaki C-C bagmi kirmak ¢ok daha fazla
enerji gerektirmektedir (4041421 Benzer sekilde bag enerjilerine bagl gerceklestirilen
deneylerde diiz ve halkali yapilar1 karsilastirmak adma halkali yapidaki

diaminosiklohekzanin kullanilmasina karar verilmistir.

2.2. Yiizeylerin Plazma Polimerizasyonu icin Hazirlanmasi
QTF’ ler, vakumlanmis ortamda zarar gormeden saklayabilmekicin, bir kapak
yardimi ile korumaya almir. Ornek plazma odacigia yerlestirilmeden énce bu kapak

¢ikarilir ve bir strafor {izerine sabitlenir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. (a) QTF’lerin kapakli ve kapaksiz goriiniimii (b) Strafor lizerine
yerlestirilmis QTF’ler.

Lamlar hazirlanirken {izerlerinde bulunabilecek herhangi bir kirlilikten kurtulmak
icin dncelikle deterjan icerisinde 15 dk boyunca sonikatérde yikanmistir. Saf sudan
gecirilerek durulanan lamlar daha sonrasinda 15 dk boyunca hacimce %70’lik etil
alkol icinde sonikatdrde bekletilmistir. Islem sonrasi saf su ile tekrar yikanan

ornekler kurutma firiimin igerisinde 50°C’de kurumaya birakilmistir.

On hazirliklarr biten cam QTF’ler daha sonra sekildeki (Sekil 2.4) gibi plazma

odacigina yerlestirilmistir.

Sekil 2.4. Plazma odacigina yerlestirilmis QTF ve cam ornekler.

20



2.3. Plazma Polimerizasyonu Yontemi ile Yiizey Modifikasyonu

Plazma polimerizasyonu; hem 150 mm ¢apinda/320 mm uzunlugunda paslanmaz
celikten yapilmis plazma odacigr bulunan radyo frekansi/diisiik basing (13.56 MHz)
(RF/LP) (Pico, Diener Electronic GmbH, Almanya) plazma cihaziyla, hem de 100
mm ¢apinda/600 mm uzunlugunda paslanmaz celikten yapilmis plazma odacigi
bulunan diisiik frekans/diisiik basing (40 kHz) (LF/LP) (Femto, Diener Electronic
GmbH, Almanya) plazma cihazlariyla gergeklestirilmistir. Plazma cihazlarina ait

sematik diyagramlar Sekil 2.5’te gosterilmistir.

Gaseous 1 Inlet —

: Radio-frequency
( [ generator
i |
Ventilation valve ‘
() Anode
Gaseous 2 Inlet
(@) PLASMA
Vacuum Pump — Cathode
Substrate

- o e

Vacuum Chamber

——
o Vacuum Chamber
Ventilation Low-fi
- . ow-frequency
Electrode generator,
(@)
Gas Inlet
() PLASMA
Vacuum Pump
Substrate

ol e

Sekil 2.5. (a)RF/LP, (b)LF/LP plazma cihazlarina ait sematik gosterimler.

Pentilamin, heptilamin ve diaminosiklohekzan monomerleri ile plazma bosalim giicii
30, 60, 75 ve 90W olarak, uygulama siireleri ise 1, 3, 5 ile 10 dakika olarak

belirlenmistir.. Proseste uygulanan basamaklar;
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e On hazirhig vyapilan QTF ve lam oOrnekler plazma odacigma
yerlestirilmesi
e Plazma odaciginin kapagi kapatilarak, odacigin vakumlanmasi (Trivac
2.5E, Leybold Vacuum GmbH, Almanya)
e (.15 mbar basinca inen odaciga 15 dk boyunca segilen monomer
beslenmesi.
e Sonrasinda basincin tekrar 0.15mbar’a gelmesinin beklenmesi
e Ulasilan diisiik basingta belirlenen plazma bosalim giiciinde ve siiresinde
monomerlerin drnek yiizeyine polimerize edilmesi
e 15 dk boyunca vakuma maruz birakarak 6rnek yiizeylerindeki radikallerin
sontimlendirilmesi
e Son asamada 15 dakika boyunda argona gazina maruz birakilarak 6rnek
yizeyinde kalan safsizliklarin ve yiizeyde asili kalan radikallerin
stiptiriilmesi
seklinde Ozetlenebilir.
Bu prosesler sonucunda, 96 adet 6rnek iiretilmistir . Bu orneklere ait ince film
karakterizasyonlar1 ve sonuglari ile ilgili bilgiler “Bulgular” boliimlerde detayli

olarak verilmistir.

2.4. Yiizey Modifikasyonu Yapilmis Orneklerin Fiziksel ve Kimyasal

Karakterizasyonlari

Yiizeyin kimyasal analizi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM)’nde
yapilmistir. X-ray fotoelektron spektroskopisi (XPS, Thermo K-Alpha, Thermo
Fisher Sci., Waltham, MA, ABD) cihaz1 ve Thermo K-Alpha monokromatik yiiksek
performans XPS spektrometre ile (Thermo Fisher Sci., Waltham, MA, ABD) 1x10
0 Torr ‘luk ultrayiiksek basing altinda islem gergeklestirilmistir. 400um’ lik alan
boyutu kullanilmig ve yiizeydeki hassaslik faktorii miihendis tarafindan
belirlenmistir. OriginLab v.6 programi kullanilarak grafiklere ait dekonvoliisyonlar

yapilmustir.

Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi/zayiflatilmis toplam yansima (FTIR-
ATR) ol¢timleri (Thermo Fisher Nicolet 1S-50 FT-IR-ATR, Waltham, MA, ABD)

4000-1000 cm™! dalga numaralar1 arasinda alinmistir. Bu 6l¢iimlerde fonksiyonel
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gruplarin spektra lizerinde belirli alanlarda pik vermesi beklenmistir. Fakat filmlerin
inceligi ve cihazin Ol¢glim hassasiyetinin c¢alisilan filmler i¢in uygun olmamasi
sebebiyle anlamli herhangi bir data elde edilememistir. Cihazin giiriiltii seviyesine
denk gelen hassasiyeti sebebiyle film Ol¢limleri alinamamistir ve bu tezin ileriki

boliimlerinde 6rneklerle agiklanmistir.

Taramali elektron mikroskopisi (SEM) Ol¢limleri enerji ayirmali  x-151m1
spektroskopisine (EDX) FEI Quanta 200 FEG SEM (Thermo Fisher, Waltham, MA
ABD) ile yapilmistir. 2-2.5 nokta biyiikliginde 1000, 5000 ve 50000

yaklagtirmalarda SEM goriintiileri alinmistir.

Yiizeyin 1slanabilirlik 6zelliklerini 6grenebilmek ve film stabilitesini analiz etmek
icin temas agist Olclimleri yiizeyi modifiye edilmemis ve edilmis cam Ornekler
tizerinden 30 gilin siiresince 1., 7., 15. ve 30. giinlerde hava ortaminda takip
edilmistir. LF/LP cihazinda kaplanan, en iyi durumlarin elde edildigi DACH
monomerinin tim plazma parametreleri ile RF/LP cihaziyla kaplanan 3 monomerin
tiim plazma durumlar1 ayrica su ortaminda yukarida bahsedilen stabilite testine tabi
tutulmustur. Olgiimler bir modiil yardimiyla (KSV Instruments Ltd., Finlandiya)
ylizey lizerine damlatilan ~12pL. hacmindeki damlanin 3’lii a¢1 noktasindan tanjant

egrisi bakilarak alinmistir.

Temas agis1 testlerinin yani sira ayrica QTF oOrnekler ile stabilite testleri
gerceklestirilmistir. Bu testler modifiye edilmis ve edilmemis QTF ornekler
tizerinden Sensor Controller (NanoAndMore GmbH, Almanya) cihazi yardimiyla
alimmustir. Hazirlanan QTF 6rnekler 200 ml su igerisinde ¢oziilmiis PBS tabletleriyle
hazirlanan (pH= 7.4) ortama batirilip bu ortama 1 dakika boyunca maruz birakilmis,
sonrasinda saf su ile temizlenmis ve kurutularak Slgiimler alinmistir. Bu olgiimler
sonunda elde edilen frekans kaymalar1 saptanarak ileriki boliimlerde detayli olarak

sunulmustur.
Tim bu karakterizasyonlarin yam sira yilizeyde olusan ince filmlerin yarattigi

iletkenlik degisimi, yiizeyi plazma polimerizasyonuyla modifiye edilmis QTF’ler
multimetreye (UNI-T UT139C 6000 Counts True RMS Multimeter) takilmis ve
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%35’lik NaCl ¢ozeltisine batirilarak Olgtilmiistiir. Elde edilen veriler sonuglar

kisminda verilmistir.

2.5. Gluteraldehit ile Yiizey Aktivasyonu

Hacimce stok olarak %2.5 (v/v) oraninda hazirlanan GA soliisyonu +4 °C’de
muhafaza edilmistir. Plazma polimerizasyon yontemi kullanilarak hazirlanan ve en
kararlt bulunan QTF o&rnekler; i¢inde 40 °C ye sitilmis 50 ml’lik GA ¢ozeltisi
bulunduran 250 ml hacmindeki cam siseler (BORO 3.3, ISOLAB, Tiirkiye) iizerinde
strafor yardimiyla askida birakilarak 15, 30, 60 ve 120 dakika boyunca bu ¢6zeltinin

buharina maruz birakilmistir.

Benzer sekilde 4 bolmeli petri kaplarinin (InterLab, Tiirkiye) tlizerine agilan kiigiik
deliklere gegirilen QTF 6rnekler kapaklara sabitlenerek her haznede bulunan 7.5 ml
hacmindeki GA ¢ozeltisine daldirilmis ve bu durumda oda sicakliginda (25 °C) 15,
30, 60 ve 120 dakika bekletilerek QTF yiizeylerinde bulunan amin gruplariyla

etkilesime gecmesi saglanmaistir.

Yapilan deneyler sonrasinda oda sicakliginda kurutulan ve yilizeydeki GA etkilesimi
ile QTF orneklerde olusan frekans kaymalart Sensor Controller cihazi yardimiyla
kontrol edilmis ve aktivasyonun ne kadar basarili olduguna ve ince filmin 6rnek
tizerinden kalkip kalkmadigina dair elde edilen veriler sonuglar kisminda detaylica

aciklanmugtir.

2.6. Model Protein Testleri

Model protein testleri ve segilen proteinin neden sigir serum albumin (BSA)
olduguna dair bilgiler tezin giris kisminda detayli olarak verilmistir. Troponin-T nin
viicutta bulunan miktar1 yaklagik olarak 0.07 ng/ml oldugu ve kalp krizi sonrasinda
yaklasik olarak >0.14 ng/ml seviyesine yiikseldiginden dolayil®, model protein BSA
¢ozeltileri 0.01 ng/ml, 0.05 ng/ml, 0.07 ng/ml, 0.14 ng/ml, 0.20 ng/ml, 0.50 ng/ml

konsantrasyonlarinda hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.
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GA aktivasyonu sonrasinda eniyilestirilmis frekans kaymasina sahip olan ornekler
secilerek, 10ml hacimli BSA ¢ozeltilerinde 800rpm’de karigtirilmismistir. Ardindan
QTF ornekler oda sicakliginda (25 °C) kurutularak Sensor Controller cihazi ile
frekans kaymalar1 kontrol edilmis ve Olgiilen frekans kaymalar1 sonuglar kisminda

raporlanmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMALAR

QTF’in doniistiiricii olarak kullanildigr biyosensor(immunosensér) calismalari
giinimiizde dikkat ¢ekmeye baslamistir. Literatiirde, QTF’in doniistiiriicii olarak
kullanilabilecegine dair yapilan tartismalarl?”® ¢nem kazanmis ve dikkatleri QTF
lizerine c¢ekmeye baslamistir. Giliniimiizde QTF kullanilarak gerceklestirilen
immunosensor calismalarinin azligt nedeniyle olusan bu eksikligi gidermek ve
gelecek calismalara alt yapi olusturulmasi kapsaminda bu tez c¢aligmasi

yiirtitiilmustiir.

3.1. Plazma Polimerizasyonu ile Hazirlanmis Orneklerin Analizleri
Bu bolimde, hazirlanan cam ve QTF Orneklere ait gergeklestirilen analizlerin

sonuglar1 sunularak, bu sonuglara ait yorumlar verilmistir.

3.1.1. Cam Ornekler Uzerinden Toplanan Temas Acis1 Ol¢iimleri

Plazma polimerizasyon yontemi ile hazirlanan toplamda 96 farkli ince film ya da
yiizeyi modifiye edilmis cam 6rnek, 30 giin boyunca 1., 7., 15. ve 30. giinlerde temas
acis1 analizine tabi tutulmustur. Temas agist1 (Bolim 1.5.5) boliimiinde de
bahsedildigi gibi 3’lii temas noktasina olan tanjant egri acist 10° den kiigiik olan
ylizeyler siiper-hidrofiliktir. Bunun yani sira 10° < x < 90° arasinda olanlar hidrofilik

ozellik gostermektedir.

Bu bilgiler goz dniine alindiginda modifiye edilmemis, temiz bir cam yiizeyi 6l¢iimii
yaklasik olarak 33°dir. Bu ag1 referans agisi olarak kabul edilmis ve yorumlar bu

actya gore yapilmistir.

30, 60, 75 ve 90 W’ lik bosalim giicii ile ¢alisan RF/LP ve diistik frekans LF/LP
plazmalarma 1, 3, 5 ve 10 dk boyunca maruz kalan; pentilamin (AMY), heptilamin
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(HEP) ve diaminosiklohekzan (DACH) monomerleriyle gerceklestirilen deney

alttaslar1 temas agilari incelenmis ve veriler asagidaki sekilde verilmistir.

LF/LP ile hazirlanan orneklerde plazma enerjisi RF/LP ye gore daha diisiiktiir. Bu
yarg1 basitce;

Planck esitligi kullanilarak agiklanabilir. Bu esitlige gore diisiik frekansa sahip
(radyo frekansi gibi) fotonlar, yiiksek frekansa sahip (X-1gin1 gibi) fotonlara nazaran
daha diisiik enerjiye sahiptir®®. Yani LF/LP jeneratoriiyle iiretilen plazmadaki
fotonlar RF/LP ye gore daha diisiik enerjiye ve dolayli olarak momentuma sahiptir.
Bu durumda film olusumu i¢in gerekli enerjiye sahip pargaciklarin sayisi ve
yogunlugu az olacagi gibi; yiizey {lizerinde olusan film daha az capraz bag

yogunluguna yani daha diisiik stabiliteye sahip olacaktir.

Bu bilgiler dogrultusunda, LF/LP 6rneklerinin temas agist 6lgtimlerinin 30. giinlerine
dogru referans alinan cam orneklerde Olgiilen ag1 degerinin (33°) tizerine ¢iktigi
goriilmektedir. Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3 de LF/LP cam oOrneklerinin hava
ortaminda toplanan 1.giin ve 30.glin temas agis1 verileri 3 boyutlu grafiklerle

sunulmustur.

Sekil 3.1’de agikca goriilebilecegi gibi pentilamine (AMY) ile yiizeyi modifiye
edilmis cam orneklerin ilk giinlerinde ortalama yaklasik 20° civarindan olan temas
acilart 30.giinlerinde 45° seviyesine yiikselmistir. Hidrofilik karakter; (diisiik temas
acist degerleri) tim bosaltim gii¢lerinin 1 dakika uygulama siiresinde iiretilen
orneklerinde korunurken, yiiksek uygulama siirelerine ¢ikildikga malzemeye ait
hidrofilik karakter yerini hidrofobik karaktere birakmustir.

Heptilamin (HEP) 6rneklerine bakildiginda ise; (Sekil 3.2) AMY o6rneklerine kiyasla
daha diisiik temas agis1 degerlerine sahip olduklarini ve temas agisinin 90 W’da en
yiiksek seviyeye ulasip, uygulama siireleri arttikca temas agis1 degerlerinin

hidrofobik karaktere fazlasiyla yaklastig1 goriilmektedir.
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Sekil 3.1. LF/LP ile hazirlanan AMY cam O6rneklerinin (2) 1.giin, (b) 30.giin temas
acist Ol¢limlerinin grafiksel gosterimleri. (z-ekseni temas agisini (derece), X-y

diizleminin sol tarafi bosalim giiclinii (Watt) ve sag tarafi da maruz kalma siiresini
(dakika) ifade etmektedir.).
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Sekil 3.2. LF/LP ile hazirlanan HEP cam orneklerinin (a) 1.giin, (b) 30.giin temas
acist Ol¢iimlerinin grafiksel gosterimi. (z ekseni temas acgisini (derece), X-y

diizleminin sol tarafi bosalim giiciinii (Watt) ve sag tarafi da uygulama siiresini
(Dakika) ifade etmektedir.).

Diaminosiklohekzan ile hazirlanan cam Orneklerin temas agisi Ol¢iim verilerine
bakildiginda (Sekil 3.2), 6rneklerin neredeyse tamamina yakin bir kismi 1.giinlerinde
stiper-hidrofilik 6zellik gostermektedir. Bu siiper-hidrofilik 6zellik 30.giinde, bir (1)
dakikalik uygulama siiresinde, tiim plazma gii¢ degerleri i¢in korunurken; artan

uygulama siirelerinde yine hidrofilik karaktere yaklasan bir egilim gozlemlenmistir.
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Sekil 3.3. LF/LP ile hazirlanan DACH cam 6rneklerinin (a) 1.giin, (b) 30.giin temas
acist Olgiimlerinin grafiksel gosterimi (z ekseni temas agisint (Derece), x-y

diizleminin sol tarafi bosalim giiciinii (Watt) ve sag tarafi da uygulama siiresini

(Dakika) ifade etmektedir.).

AMY, HEP, DACH cam orneklerine dair toplanan temas agis1 verileri daha detayl
sekilde Cizelge 3.1- 3.2 ve 3.3 de verilecektir. 1.giin ve 30.glin temas agis1 trendleri

izlendiginde, elde edilen filmlerin 1slatma 6zelligi hakkinda bir kag¢ olasit sonuca

ulasilabilir.

Ik olarak, tiim 6rneklerin tiim plazma gii¢lerinde, 1 dakikalik uygulama verileriyle
alakalidir. Plazma kosullar1 her ne kadar diisiik basingta (0.15mbar) uygulansa da,
plazma odacig1 i¢inde atmosferik kosullardan kalan impuriteler bulunmaktadir. Bu
impuritelerin en Onemlisi oksijendir. Oksijenin plazma odacigina doldurulan
monomer ya da atmosferik kosullardan kalan impuriteler arasinda en diisiik bag
kirilma enerjisine (142 kJ/mol) sahiptir#®4142 Bu sebeple plazmaya maruz kalan
oksijen yiizey lizerinde aginmaya sebep olmaktadir. Artan plazma giicii oksjenin daha
cabuk tiikenerek film olusumunu hizlandirmakta, bunun yani sira uygulama siiresi
arttikca hem yiizeyde asindirma yapmakta hem de oksijen konsantrasyonu azalarak
bittigi i¢in film kalinlig1 artmaktadir. Plazma odaciginda bulunan oksijen yiizey
tizerinde asindirma yaparken hem ylizeyi temizlemekte hem de ylizeye baglanarak
yiizeyin su tutmasmi saglamaktadir. Bu yiizden orneklerin {izerinden 30 giin
gecmesine ragmen, 1 dakikalik 6rneklerde diisiik plazma giiglerinde, yiiksek plazma
giiclerine nazaran daha hidrofilik ylizey karakteri gézlenmistir. 30°W da yiizeyde
asinma yiiksek iken, 75 ve 90 W’lik 6rneklerde hizlica biten oksijen konsantrasyonu

ile ince film kaplamas1 baglamaktadir.
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Ikinci olarak yiizey 1slatma karakterinin siiperhidrofilik ya da hidrofilik karakterden
hidrofobik karaktere yaklagsma egiliminden bahsedilebilir. Bu durumu agiklamak igin
3 farkli mekanizma olasilig1 vardir. Ilki yiizeyde bulunan aktif gruplarin hareket
kabiliyeti ile ilgilidir. Enerji ya da daha dogru deyisle termodinamik olarak daha
tercih edilen ve edilmeyen gruplarin, hareket kabiliyeti sayesinde (doniis ya da gecis
hareketleriyle) ylizeyi tekrar yapilandirmasi s6z konusudur. Diger bir deyisle,
sistemin etkilesim sonrasi erisecegi denge konumundaki enerji seviyesini en diisiik
diizeyde tutan molekiiler hareketlilik, ylizeyin son kararli konumunu belirlemektedir.
Yani, termodinamik olarak tercih edilen gruplar yilizeye dogru hereket ederken,
termodinamik olarak uygun olmayan (daha fazla enerji talep eden) gruplar polimer
filmin icine dogru gomiiliirler. Bu sayede enerji olarak uygun guruplar ylizeyde

kalmaya devam ederler!#3-46],

Bu yaklagimin yami sira yiizeyde olusabilecek oksidasyon (oksitlenme) plazma
filmler igin gok sik rastlanan ve bilinen bir olusumdurt’. Oksitlenme 2 sekilde
olabilir bunlardan birincisi plazma sonrasinda yiizeyde asili kalan baglarin ya da
serbest radikallerin oksijen ile etkilesmesi, yani oksitlenmesidir. Oksitlenen yiizeyde
olusan yeni polar gruplar tekrar termodinamik olarak uygun gruplarla yer
degistirerek yilizeyde yeniden yapilanma olustururlar. Ayrica, amin gruplarinin mor
Otesi 151k altinda (UV yani giin 15181 gibi) ve oksijen bulunan ortamlarda (atmosferik
kosullar gibi) oto-oksidasyona ugradig: bilinen bir durumdur. Amin gruplar1 (-NH2)
bu durumda amino (-NO) gruplarina donerek yilizeyi yeniden yapilanmaya sokarlar.
Amin gruplarn yiizeye hidrofilik karakter 6zelligi kazandirirken, amino gruplar

yiizeyin hidrofobiklesmesine yol acarlar.

Tiim bunlarin yan1 sira DACH monomerinin diger monomerlerden yiiksek —C-N
konsantrasyonuna sahip olmasi Sebebiyle ve halkasi lizerindeki C-C bagi, C-N
bagina gore daha yiikksek bag kirllma enerjisine sahiptir. Bu 6zellikleri DACH
monomerinin siiperhidrofilik 6zellik kazanmasini saglayan 6zelliklerdir. Temas agisi
Olctimleri diger diiz zincirli monomerlerle (AMY ve HEP) karsilastirildiginda bu

ozelligi de sagladigr goriilmustiir.

RF/LF oOrneklerinin, Sekil 3.4’de de goriilebilecegi gibi LF/LP plazma filmlerinin
gosterdigi Ozelliklere benzer fakat LF/LP orneklerine gore daha stabil filmler

olusturdugu acikca goriilebilmektedir.
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Sekil 3.4. RF/LP ile hazirlanmis a) AMY ince film 6rneklerinin 1.glinii b) AMY ince
film orneklerinin 30.giinii ¢) DACH ince film 6rneklerinin 1.giinii d) DACH ince
film 6rneklerinin 30.giinii ) HEP ince film &rneklerinin 1.gtinti f) HEP ince film
orneklerinin 30.gilinli (z ekseni temas agisin1 (Derece), x-y diizleminin sol tarafi

bosalim giiciinii (Watt) ve sag tarafi da uygulama siiresini (Dakika) ifade
etmektedir.).

Bunlarin yani sira basarili olarak nitelendirilebilecek RF/LP tiim monomer ince film
ornekleri ve LF/LP plazmada basarili olan DACH ince film Ornekleri sivi (su)

ortaminda 30 giin siireyle bekletilerek bu ortamda gosterdikleri yiizey 6zellikleri
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incelenmistir. Bu analizler sonucunda, Yasuda’nin (1985) uzun yillar 6nce agikladigi
gibi yiizey kendini sivi ortama, hem termodinamik olarak uygun hem de uygun
olmayan gruplar1 dengeleyecek sekilde tekrar yapilandirdigina; bu yilizden de
hidrofilik 6zelligi atmosferik kosullardaki 6rneklere gore daha uzun siire koruduguna
yonelik veriler elde edilmistir™. Bu sayede, ayrica verilerden de goriilebilecegi

tizere su ortaminda bekletilen 6rnekler kararliliklarini 30 giin boyunca korumuslardir.

Yukarida 3 boyutlu grafiklerle gosterilen ve sivi ortamda bekletilen 6rneklerin 1, 7,
15 ve 30.giin degerleri asagidaki cizelgelerde detayli olarak verileriyle beraber cubuk
grafikte gosterilmektedir.
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Cizelge 3.1: LF/LP Heptilamin (HEP) cam 6rneklerinin atmosferik kosullardaki 30 giinliik temas agis1 takip ¢izelgesi.

LF/LP Heptilamin Temas Agisi Ol¢iimleri

Tl

7.8un | 15.glin 30.gt’jn| 1.gln | 7.gln |15.gUn | 30.gun

30 W (%)

18.20 | 30.57

2055 | 20.55

2007 | 22.97 |

31.01 | 24.89

60 W (°)

!

1.gln | 7.gun | 15.gun | 30.glin
75 W (°)

28.83 | 12.91

33.40

21.14 |

38.35

14.80

17.25

18.53

2.46

18.81

1140 [ 3812 '

11.37

29.90

20.96

31.86

8.20

31.12

38.22

15.33
10.90

29.94

29.28

38.99

7.04

39.21

ERE

41.56

52.07

15.74

4321 |

47.12 |
50.14

42.47 |
50.81
57.31

7.gun

15.gln

90 W (%)

22.35

34.52

[ 41.25
53.00

34.16

| 43.16 |
47.47
55.51

30.giin

32.27
47.00 |
56.27 |
62.55 |




Cizelge 3.2 : RF/LP Heptilamin (HEP) cam 6rneklerinin atmosferik kosullardaki 30 giinliik temas agis1 takip gizelgesi.

RF/LP Heptilamin Temas Agisi Olgiimleri

mWM '”!”'

7.gun | 15.glin | 30.gln | 1.gln | 7.8un | 15.glin | 30.glin | 1.gln | 7.8un | 15.gln | 30.glin 7.gun | 15.glin
30W (%) 60 W (%) 75 W (%) | 90 W (%)
32.56 | 32.57 | 50.73 | 15.55 | 14.39 | 21.27 | 3041 | 22.17 | 2832 | 29.84 | 32.72 36.41 | 38.21

| 2373 | 1935 | 45.03 | 39.61 | 44.18 | 41.62 | 46.05 | 27.15 | 34.81 | 4145 | 41.92 | [ 3521 | 37.63 |

| 2421 | 2177 | 3357 | 29.08 | 29.90 | 40.80 | 55.27 | 26.69 | 49.31 | 3451 | 31.19 | [ 3260 | 3633 |

| 3525 | 39.23 | 33.97 | 29.15 | 30.13 | 42.85 | 39.87 | 27.39 | 35.23 | 35.18 | 41.79 32.80 | 29.36




Cizelge 3.3 : LF/LP Pentilamin (Amilamin ya da AMY) cam orneklerinin atmosferik kosullardaki 30 giinliik temas agis1 takip ¢izelgesi.

LF/LP Amilamin Temas Agisi Olgiimleri

‘HH 1

7.gin | 15.gln | 30.gun | 1.gln | 7.gun | 15.gln | 30.gun | 1.gun | 7.gun | 15.gun | 30.gln | 1.gln 7.gun | 15.gin | 30.gln
30 W (°) 60 W (°) 75 W (°) | 90 W (°)
22.48 23.16 19.23 18.53 23.38 21.61 20.01 17.56 22.15 24.52 18.94 18.44 25.42 6.16 18.37

21.64 - 31.01 ' 15.38 | 24.18 | 36.53 | 44.82 | 48.62 2933 | 4559 | 46.81 | 52.02 | 22.67 | 26.23 | 27.45 35.08
31.35 37.83 | 20.76 | 32.21 | 43.13 | 48.77 | 51.97 19.32 | 32.07 | 39.86 | 39.53 19.39 | 28.37 | 35.46 | 35.46
42.01 | 50.90 | 55.74 | 29.16 | 42.56 | 43.59 | 42.88 | 33.57 | 45.75 | 50.52 | 49.37 17.21 3494 | 42,62 | 48.43




Cizelge 3.4 : RF/LP Pentilamin (Amilamin ya da AMY) cam Orneklerinin atmosferik kosullardaki 30 giinliik temas ag1s1 takip cizelgesi.

RF/LP Amilamin Temas Agisi Olgiimleri

7.gun [ 15.gln l 30.glin | 1.gun | 7.gun | 15.gln | 30.gun | 1l.gun | 7.gun | 15.gun | 30.gun | 1.gln 7.gun | 15.gun | 30.gln
30 W (°) 60 W (°) 75 W (°) | 90 W (°)
41.34 54.02 42.91 23.18 31.56 38.01 22.27 19.55 28.44 31.18 31.79 11.72 24.26 17.75 35.77

30.06 - 30.42 ' 35.46 18.06 32.64 | 36.22 31.18 16.63 26.87 20.72 38.48 13.08 23.08 10.44 27.98 |
35.05 30.36 34.35 14.98 27.37 36.68 | 41.15 17.13 27.77 23.88 31.91 13.36 23.67 25.98 25.24
30.45 32.74 32.60 12.15 25.88 33.40 30.62 14.68 25.16 15.00 34.97 16.82 19.71 33.40 27.18




Cizelge 3.5 : LF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) cam 6rneklerinin atmosferik kosullardaki 30 giinliik temas acis1 takip cizelgesi.

LF/LP DACH Temas Agisi Olgiimleri

7.gun | 15.gln 30.gUn| 1.glin | 7.gun |15.gUn | 30.glin | 1.gln | 7.gun |15.gUn | 3O.gi]n| 7.gun | 15.gln

30 W (%) | 60 W (°) 75 W (°) | 90 W (°)
1218 | 830 | 796 | 377 | 265 | 9.08 | 1273 | 671 | 1668 | 11.87 | 6.49 17.61 | 32.70
27.90 | 47.38 | 4851 | 10.11 | 39.60 | 46.42 | 4438 | 1421 | 53.10 | 54.99 | 61.80 | | 48.96 | 58.87
50.11 | 59.16 | 53.33 | 15.44 | 51.73 | 54.77 | 47.07 | 13.91 | 4867 | 61.04 | 66.03 | | 5070 | 49.15
4035 | 51.04 | 53.73 | 2036 | 54.43 | 5838 | 62.17 | 13.38 | 5574 | 59.08 | 61.94 | | 5328 | 80.22




Cizelge 3.6 : RF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) cam o6rneklerinin atmosferik kosullardaki 30 giinliik temas agis1 takip ¢izelgesi.

RF/LP DACH Temas Acisi Ol¢iimleri

!'!!!,

1.glin 7.gun | 15.gun | 30.glin | 1.gun | 7.gun | 15.gun | 30.gln | 1.gun | 7.gun | 15.gun | 30.gln | 1.gln 7.gun | 15.gin
30W (%) 60 W (%) 75 W (%) ' 90 W (%)
27.17 | 3527 | 21.93 | 3366 | 1555 | 23.44 | 1811 | 36.19 | 3.87 | 2073 | 1834 | 876 | 545 | 858 | 24.49
23.17 | 30.50 | 30.00 | 32.89 | 13.48 | 13.01 | 22.87 | 4049 | 320 | 827 | 17.04 | 3017 | 274 | 591 | 13.73 |
1476 | 2281 | 17.47 | 26.75 | 2032 | 845 | 2138 | 29.84 | 7.92 | 2227 | 1095 | 2761 | 299 | 1872 | 7.09
1414 | 2550 | 26.25 | 22.95 | 16.65 | 15.98 | 4.07 | 32.55 | 6.03 | 2191 | 19.03 | 1070 | 3.48 | 935 | 20.33

el n

-




Cizelge 3.7 : RF/LP Heptilamin (HEP) cam 6rneklerinin s1vi kosullardaki 30 giinliik temas agis1 takip gizelgesi.

RF/LP Heptilamin Su igcinde Bekletilmis Orneklerin Temas Agisi
Ol¢iimleri

1 Tl 1 !!'

- h " a

7.gun ' 15.gln | 30.gun | 1l.gun | 7.gun | 15.gln | 30.gun | 1l.gun | 7.gun | 15.gln | 30.gun
30W (%) 60 W (%) 75 W (%)

6.09 | 1227 | 19.02 | 1501 | 1276 | 1175 | 1409 | 423 | 622 | 955 | 18.09

649 | 795 | 1159 | 1713 | 757 | 1687 | 1628 | 294 | 708 | 169 | 23.93

750 | 1739 | 17.87 | 330 | 462 | 1048 | 1156 | 351 | 357 | 829 | 16.07

292 | 3.88 | 1628 | 1514 | 551 | 811 | 976 | 3.82 | 627 | 1215 | 1635

7.gin 15.glin | 30.gln
90 W (%)

546 | 534 | 9.89

384 | 535 | 10.76 |

9.90 | 1501 | 17.03 |

393 | 1156 | 14.97




Cizelge 3.8 : RF/LP Pentilamin (Amilamin ya da AMY) cam 6rneklerinin sivi kosullardaki 30 giinliik temas acis1 takip cizelgesi.

*1dk |
|*3dk |
(w5 dk |
| 10 dk|

!

1.gln

17.80
2.99
9.67
4.44

RF/LP Amilamin Su iginde Bekletilmis Orneklerin Temas Agisi
Ol¢iimleri

1 |

7.gin 15.gln | 30.gun

30W (%)
3743 | 36.99
1052 | 6.86
496 | 6.03
6.85 | 462

“

1

!

1.gln | 7.gin | 15.gln | 30.gun
60 W (°)

-

!

l

1.gln | 7.gun | 15.gun | 30.gln |
75 W (°)

25.14

13.93

15.68

13.43

20.22

11.37

5.18

17.08

16.64

15.62
15.81
10.26

3.33

9.68

8.45

12.44

10.51

13.11

10.99

9.31

3.18

20.91

6.65

11.38

3.44

13.82

10.37

5.82

13.28

9.38

12.73

3.92

8.81

11.27

12.44
21.33

"

7.gun

15.glin

90 W (°)

6.14
6.98
4.08
7.78

10.46
11.50
10.65
13.83

30.gln

13.15
21.30
38.34
33.59




Cizelge 3.9 : RF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) cam 6rneklerinin sivi kosullardaki 30 giinliik temas agis1 takip ¢izelgesi.

RF/LP DACH Su iginde Bekletilmis Orneklerin Temas Acisi Olgiimleri

AN

7.gun 15.gun | 30.gln 1.gln | 7.8un | 15.gln | 30.gun 1.glin | 7.gun | 15.gln | 30.gun | 1.glin 7.gln 15.glin | 30.gun
30 W (°) 60 W () 75 W (°) ' 90 W ()

5559 | 51.22 | 3857 | 354 | 7.80 | 13.90 | 2030 | 200 | 439 | 1275 | 1734 | 336 | 7.07 | 14.02 | 19.91

1074 | 1179 | 2051 | 1.94 | 840 | 1082 | 17.81 | 2.94 | 724 | 776 | 1889 | 200 | 7.26 | 897 | 1583

891 | 17.03 | 2251 | 3.80 | 463 | 402 | 1691 | 3.67 | 542 | 861 | 1935 | 2.8 | 7.78 | 1164 | 13.78

13.29 | 1602 | 2825 | 239 | 273 | 442 | 988 | 309 | 771 | 667 | 1580 | 272 | 570 | 7.97 | 14.89

d \

hi " " " -




Cizelge 3.10 : LF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) cam 6rneklerinin sivi kosullardaki 30 giinliik temas acis1 takip ¢izelgesi.

LF/LP Su i¢cinde Bekletilmis Orneklerin Temas Acisi Olgiimleri

l!!uH,, [}

7.gun
90 W (°)

7.8un
30W (%)
3424 | 43.42
32.92
4147 | 34.24
325 | 3037

45.40 |

60 W (°)

15.gun 30.gt’jn| 1.gln | 7.gun |15.g(jn | 30.gun

1.gun | 7.gun | 15.gln | 30.glin '

75 W (°)

41.20

36.17

4539 |

49.33

4.92

14.73 24.21

31.32

3.61

6.92

1872 | 3938 |

53.96
32.83

21.40

44.98 52.62

45.07

37.83

19.83

34.87 44.26

28.05 34.31

38.63

21.82

22.14

RONR 27.71

41.62

24.89

2236 |

51.09
30.22

36.55 |
46.85

15.gun

55.41
44.86
51.88
56.31

50.67
29.71
28.88
56.88




3.1.2. Direng Olgiimleri

Plazma polimerizasyonu yontemi kullanilarak hazirlanan cam 6rneklerin yani sira
cevirici olarak kullanilacak olan QTF’in yiizeyine kaplanan film sonucu olusan
diren¢ degisimi incelenmistir. Bu dlglimlerde, 10 adet yiizeyi modifiye edilmemis
QTF alinarak diren¢ Olglimleri yapilmis ve ortalamast 0.01MQ bulunmustur.

Bulunan bu deger referans olarak kaydedilmistir.

Literatiirde de oldugu gibi®"*% QTF’in s1v1 igerisindeyken gostermis oldugu yetersiz
performansin arttirilmasina direng artist ile katki saglanip saglanamayacagi
incelenmis fakat artan diren¢ degerin yerine ayar ¢atalina uygulanacak yiikseltgenme
modunun (catalin daha yliksek hizda titresmesini saglayacak elektriksel devre
methodu) siv1 ortam Olglimleri icin daha uygun olacagina kanaat getirilmistir. Bu
stiregte elde edilen direng dlgiimleri sayesinde, bize plazma polimerizasyonu ile elde

edilmis filmlerin fiziksel 6zellikleri hakkinda bilgi edinilmistir.

Bilindigi tizere, akimin ince film {izerinden yiiriiyebilmesi i¢in film tizerinde ¢ift bag,
ticlii bag, elektron bulutu ya da bos orbital bulunan alanlar olmasi1 gerekmektedir.
Diiz zincirli yapilar bu sebeple Ornegin sahip oldugu devrenin direncini

arttirmaktadirlart®?,

Asagidaki grafiklerde QTF orneklerin yiizey modifikasyonundan sonra sahip oldugu

direng degerleri verilmistir.

Cizelge 3.11 : RF/LP Pentilamin (Amilamin ya da AMY) QTF &rneklerinin direng

Ol¢timleri.

RF/LP AMY Direng Olgiimleri

® 3 min
® 5 min

* 10 min |




Cizelge 3.12 : RF/LP Heptilamin (HEP) QTF 6rneklerinin direng dlgiimleri.

RF/LP HEP Diren¢ Ol¢iimleri

=

- "

30 W (MQ) 60 W (MQ) 75 W (MQ) 90 W (MQ)

Cizelge 3.13 : RF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) QTF 6rneklerinin direng

Ol¢timleri.

RF/LP DACH Direng Olgiimleri

5.00

4.00

3.00
2.00 '
1.00

= =

30 W (MQ) 60 W (MQ) 75 W (MQ) 90 W (MQ)

0.00 |

* 1 min '

* 3 min
® 5 min 3.222
* 10 min 3.361
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Cizelge 3.14 : LF/LP Pentilamin (Amilamin ya da AMY) QTF o&rneklerinin direng

Ol¢timleri.

LF/LP AMY Direng Olgiimleri

= " " "

30 W (MQ) 60 W (MQ) 75 W (MQ) 90 W (MQ)

Cizelge 3.15 : RF/LP Heptilamin (HEP) QTF o6rneklerinin direng dl¢liimleri.

LF/LP HEP Direng Olgiimleri
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Cizelge 3.16 : RF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) QTF o&rneklerinin direng

Ol¢timleri.

LF/LP DACH Direng Ol¢iimleri

* 1 min
* 3 min
® 5 min

| * 10 min |

Cizelgelerden (gizelge 3.11- 3.12- 3.13- 3.14- 3.15- 3.16) de acikca goriilebilecegi
gibi, direng degerlerini herhangi bir plazma kosuluna baglamak ya da iliskilendirmek
mimkiin degildir. Kisaca diren¢ degerleri plazma parametrelerinde bagimsizdir
denilebilir. Fakat bunun yan1 sira artan karbon igerigi ile beraber genel olarak direng
artisinin goriildiigli sOylenebilir. Direng verilerine bakildiginda 0.01 MQ olarak
kabul edilen referans QTF direncinin 4.258 MY’a kadar yiikseldigi gozlenmistir.
Uygulamanin yarattigi farkin daha iyi anlasilabilmesi i¢in yukarida cizelgeleri
verilen diren¢g Ol¢iim degerleri iic boyutlu degisim grafiklerine aktarilmis ve

karsilagtirmali olarak Sekil 3.5 de sunulmustur.
Bu veriler goz 6niine alindiginda en kararli 6rnekler olarak RF/LP plazmada;

1. Pentilamin (AMY) 60 W 10 dk
2. Pentilamin (AMY) 75 W 1 dk
3. Pentilamin (AMY) 75 W 5 dk
4. Heptilamin (HEP) 60 W 1 dk
5. Heptilamin (HEP) 75 W 1 dk

6. Diaminosiklohekzan (DACH) 75 W 3 dk
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Sekil 3.5. QTF orneklerinin direng 6l¢iimlerini gosteren 3 boyutlu grafikler a) RF/LP
AMY ornekleri b) LF/LP AMY ornekleri ¢) RF/LP HEP ornekleri d) LF/LP HEP
ornekleri e) RF/LP DACH o6rnekleri f) LF/LP DACH o6rnekleri.

7. Diaminosiklohekzan (DACH) 90 W 1 dk

8. Diaminosiklohekzan (DACH) 90 W 3 dk
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9. Diaminosiklohekzan (DACH) 90 W 10 dk

LF/LP plazma da en stabil 6rnekler;

1. Pentilamin (AMY) 90 W 5 dk

2. Heptilamin (HEP) 30 W 1 dk

3. Heptilamin (HEP) 30 W 3 dk

4. Heptilamin (HEP) 60 W 1 dk

5. Diaminosiklohekzan (DACH) 60 W 1 dk

6. Diaminosiklohekzan (DACH) 75 W 1 dk
Olarak belirlenmistir. Belirlenen bu 6rneklerle karsilastirma amaciyla deneylerin
hepsi tekrarlanmistir ve ortalamalar1 bir sonraki boliimde sunulmustur.

3.1.3. Kararh Orneklerin Temas Acis1 ve Direnc Olciimleri Tekran

Hazirlanan ornekler arasindaki en kararli 15 Ornegin tekrarlanan o6l¢iimlerinin
ortalamalar1 ve verileri asagida c¢izelge 3.17 ve 3.18’de karsilastirmali olarak
verilmigtir. Bunun sonucunda benzer verileri veren 5 Ornek ile arastirma

detaylandirilmistir.

Cizelge 3.17 : RF/LP ve LF/LP o6rnekleri arasindan segilen en kararli drneklerin

direng Ol¢timleri tekrarlari.
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HEPRF/LP | AR+6¢ (MQ) HEP LF/LP AR+c (MQ)
60W-1dk 2.37+£0.24 30W-1dk 216 +0.22
75W-1dk 1.71 £ 0.69 30W-3dk 259 +1.26

DACH RF/LP 60W-1dk 228+ 0.41
75W-3dk 2.62+1.33 DACH LF/LP
90W-1dk 3.83 +0.30 60W-1dk 2.08 +0.89
90W-3dk 3.24 £ 0.82 75W-1dk 2.15+0.07
90W-10dKk 2.77 £ 0.66 AMY LF/LP
AMY RF/LP 90W-5dk 228+ 0233
60W-10dK 2.10 £ 0.90
75W-1dk 2.25+0.61
75W-5dk 275 + 1.65




Cizelge 3.18 : RF/LP ve LF/LP ornekleri arasindan segilen en kararli 6rneklerin

temas acist Ol¢timleri tekrarlari.

HEP RF/LP AC®) o HEP LF/LP AC)xo
60W-1dk 15.69 + 0.20 30W-1dk 5.19 £0.40
75W-1dk 21.42 +1.06 30W-3dk 10.59 £9.79

DACH RF/LP 60W-1dk 9.14+£5.34
75W-3dk 8.17+7.02 DACH LF/LP
90W-1dk 6.76 +£1.89 60W-1dk 3.24+£0.75
90W-3dk 12.47 +£13.76 75W-1dk 533+£1.95
90W-10dk 15.76 + 17.36 AMY LF/LP

AMY RF/LP 90W-5dk 33.76 £ 7.62
60W-10dk 20.72+12.12
75W-1dk 1457 £7.05
75W-5dk 17.82 +0.98

3.1.4. QTF Orneklerin Sivi Ortam Kararhhk Testleri

Onceki boliimlerde de verildigi lizere QTF &rneklerin sivi ortam testleri fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS, pH=7.4) i¢inde 1 dk bekletildikten sonra saf su ile temizlenip
kurutulmasina miitakip sensor controller cihazi ile her 6rnek icin 10 dakikalik

aralarla 3’er kere olgiilmiistiir.

Bu 6l¢iimler dncelikle en stabil goriilen 15 6rnek iizerinde denenmistir ve asagidaki
cizelgede verilen degerler bulunmustur. Cizelge 3.19°da Orneklerin plazma
polimerizasyonu yontemi kullanilarak ince film kaplandiktan sonra Slgiilen frekans
degerleri ile 6rneklerin PBS igine daldirilip temizlendikten sonraki frekans kayma

degerlerini gosterir.

QTF orneklerin vakumdayken sahip oldugu frekans degeri 32.7680 kHz’dir. Kapag:
cikartilan QTF oOrneklerinin iizerlerine binen hava basinci sebebiyle frekans degerleri
0.001 ile 0.005 kHz aras1 bir diisiis yasamaktadir. Yiizey modifikasyonundan sonra
elde edilen yeni QTF’lerin frekanslar1 PBS icine batirilip kurultuldugunda yiizeye

binen kiitle sebebiyle frekansinin diigmesi beklenmektedir.
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Cizelge 3.19 : RF/LP ve LF/LP &rneklerinin arasindan segilen en kararli 6rneklerin

frekans degisim degerleri.

HEP RF/LP Afto (H2) HEPLF/LP | Afxo (H2)
60W-1dk 6.90 + 1.41 30W-1dk 4.7 +13.44
75W-1dk 2.90 + 0.57 30W-3dk -12.95 + 18.03

DACH RF/LP 60W-1dk 2.05+3.18
75W-3dk -2.55 + 8.27 DACH LF/LP
90W-1dk -2.57 +3.54 60W-1dk 1.25+2.05
90W-3dk -11.5 + 15.56 75W-1dk 1.30+ 4.95
90W-10dk -7.25+8.41 AMY LF/LP
AMY RF/LP 90W-5dk | -5.6+8.77
60W-10dk -12.5+ 19.80
75W-1dk -3.15+3.18
75W-5dk -0.65 + 1.06

Omneklerin iizerinde yapilan testlerde orneklerden bazilarimin CA &lgiimlerinin
tutarsiz olmasi ve frekans oOlglimlerinde 6rnek iizerinden filmin siyrilmasi gibi,
frekans artisiyla anlasilan, veriler alinmistir. Bu veriler goz 6niine alinarak 6rneklerin
sayist 5’e diisiiriilmiis ve bu Ornekler lizerinde daha detayli arastirmaya gegilmistir.

Secilen ornekler agsagidaki gibidir;
1. RF/LP Pentilamin (AMY) 75 W 5 dk
2. RF/LP Heptilamin (HEP) 75 W 1 dk
3. RF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) 90 W 1 dk
4. LF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) 60 W 1 dk
5. LF/LP Diaminosiklohekzan (DACH) 75 W 1 dk

LF/LP ornekleri GA aktivasyonunda basarisiz olduklar1 i¢in daha ileri sekilde

incelenmemislerdir.
3.1.5 FTIR ve XPS Yiizey Analizleri

Yapilan kaplamalarin ylizey iizerinde yarattigi kimyasal icerik analizleri FTIR ve
XPS ile yapilmistir. Fakat filmlerin ¢ok ince olmasi sebebiyle FTIR dl¢limlerinden
anlaml1 data toplanamamus,giiriiltii diizeyinde pikler elde edilmistir. Bunun iizerine
XPS analizleri yapilmistir.Analizlerde karbon ve azot piklerinin uygulama siiresi ile

o

degistigi goriilmistiir. Sekil 3.6 da XPS ters evrisim grafikleri goriilmektedir.
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Sekil 3.6. (@) RF/LP DACH orneklerinin karbon igerikli ters evrisim grafigi
(b)RF/LP AMY &rneklerinin karbon igerikli ters evrisim grafigi (C)RF/LP DACH
orneklerinin koprii azot elementinin grafigi (d)RF/LP AMY o6rneklerinin koprii azot

elementinin grafigi.

Sekil 3.6 (a) da gorillen ters evrisim egrileri 286.27 eV ve 288.12 eVda
goriilmektedir. Ik egri C=0O bagmin varhigm belirtirken, ikinci egri C-NH igin
karakteristik bir piktir. Ayn1 sekilde (b) de goriillen AMY 0Orneklerinin karbon igerik
egrisinde pikler 285.75 eV ve 287.81 eV’a denk gelmektedir. Yine DACH
grafigindeki gibi ilk pik C=0 bagini1 verirken ikinci pik C-NH pikini vermektedir. Bu
C-NH bag yani koprii azot igerigini gosteren DACH o6rnekleri igin (c) ve AMY
ornekleri icin sirastyla 401.45 eV ve 400.5 eV da goriilmektedir.

Bu verilere bakilarak su yorumlara varilabilir; yiizeyde karbon gruplari oksidasyona
ugramistir. Bunun kaynagi plazma odacigi i¢inde kalan oksijen i¢eriginden ya da
otooksidasyon olabilir. Bunun yani sira hem karbon igerigi hem de azot igerigi
grafiklerinde yiizeyde amin gruplart oldugu kanitlanmis ve iki grafik birbirini teyit

eder nitelikte karakter gostermektedir.
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3.1.6 SEM Yiizey Analizleri

Yiizey analizleriyle ilgili goriintiiler sekil 3.7 de goriilebilir. Bu goriintiilerde en ¢ok
dikkat ceken sey ise referans (modifiye edilmemis) cam 6rneklerin yiizeyi pliriizli ve
impliritesi bol bir goriintii ¢izerken, plazma polimerizasyonu sonrasindaki drneklerde
(RF/LP ile hazirlanan ve son elemede segilen ornekler) yiizeyin daha piiriizsiiz ve
homojen bir goriintii ¢izdigi goriilmektedir. Ornekler 10.00 kVda, nokta boyutu 2.5
ve bliylitmeleri 50000 olarak belirlenmistir. Yalnizca referans olarak gosterilen cam

ornegin biyiitmesi 1000 olarak verilmistir. Bu sayede yiizeydeki impiiritelerin

fazlalig1 hakkinda bir 6n bilgi olmas1 hedeflenmistir.

2pym 100 pm
0 UNAM 10.0 ) UNAM

Sekil 3.7. En stabil RF/LP 6rneklerinin SEM goriintiileri (a) HEP 75 W 1 dk (b)
AMY 75 W 5 dk (c) DACH 90 W 1 dk (d) referans cam ornek yiizeyi.
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3.2 Gluteraldehit (GA) Aktivasyonu ve Model Protein Test Analizleri

TnT takibine yonelik gelistirilmeye calisilan QTF tabanli kiitle hassas biyosensoriin
son asamada taniyici tabakasini olusturmak iizere hazirlanan Ornekler igerisinden
farkli plazma frekansi ile islem gérmiis toplam bes ornekse¢ilmistir. Bu drneklerin 2
tanesi LF bolgede diger 3 tanesi ise RF bolgede kullanilan plazma islemlerinde elde
edilmistir. Bu 6rneklerin se¢iminde; temas agisi, iletkenlik ve frekans kaymasi temel
Kriterler olarak belirlenmistir.Segilen bes 6rnege, oncelikle GA aktivasyonu Onceki
boliimlerde verildigi gibi yapilmistir. Frekans kaymalar1 QTF’ler lizerinden ve FTIR-

ATR spektrumlari cam 6rnekler {izerinden analiz edilmistir.

QTF’lerin frekans kaymalari GA aktivasyonu hakkinda c¢ok oOnemli bilgiler
vermektedir. QTF’ler bu biyosensor calismasi igin kiitle hassas g¢evirici olarak
kullanilacagindan QTF {izerine yliklenen her yiikk ile frekansinin diigmesi
gerekmektedir. Frekansinda diisme yerine yiikselme gorillen QTF’lerin tizerindeki
filmlerin siyrildig1 ve bu sirada da QTF yiizeyine zarar verdigi diisiiniilmektedir.
Yiizeyinden yiik kalkan catal daha hizli titreseceginden frekans yiikselmektedir. GA
aktivasyonlar1 buhar ve sivisinda 4 farkl siirede bekletilmistir. Bunlar 15, 30, 60 ve
120 dakikadir.

Bunun yani sira anti-TnT immobilizasyonundan 6nce model protein ile denemeler
yapilarak QTF’lerin immobilizasyona kars1 gosterdikleri performanslar incelenmistir.

Bulunan veriler agagidaki gibidir.

Cizelge 3.20. GA Aktivasyonu sonrasi Orneklerin sahip oldugu ortalama frekans

kayma degerleri (5’er 6rnek tizerinden alinmistir.).

15' 30° 60" 120° 15' 30° 60’ 120°
Buhar Buhar Buhar Buhar Soln. Soln. Soln. Soln.
(Hz) (Hz) (Hz) (Hz) (Hz) (Hz) (Hz) (Hz)
75wl
DACH/ LF 1.24 -2.30 -3.88 -4.20 0.66 24.29 2.20 10.38
60w 1’
DACH / LF 0.36 -0.96 -1.20 3.60 -1.64 18.52 -3.68 0.36
75w 5"'
AMY / RF -9.07 -6.22 -2.88 -14.47 -8.38 -9.87 -4.44 -7.20
75wl
HEP / RF -9.70 -8.20 -8.10 -4.64 -4.44 -6.86 -11.03 -8.98
0wl
DACH / RF -5.40 -3.36 -7.10 -7.00 -26.90 -8.60 -11.20 -10.30
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Bu veriler sonrasinda ornekler arasindan frekans degisimleri 10 Hz kadar azalan
ornekler tekrarlanarak BSA testlerinde denenmek iizere yeniden hazirlanmstir. Bu

orneklerden elde edilen veriler asagidaki gibidir.
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Sekil 3.8. Orneklerin FTIR-ATR ile alinmis spektrumlar1 (a) DACH &rnekleri (b)
AMY ornekleri (¢) HEP 6rnekleri.

FTIR-ATR ol¢iimlerinde drneklerin GA ile etkilestigi siirelere gore sahip olduklari
spektrumda pik yiiksekliklerinin (siddetinin) arttig1 goriillmektedir. Bununla beraber
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C=0 bag1 1690-1760 cm™, N-H bag 3300-3500 cm™, C-H bag1 2850-2970 cm™ de
goriilebilmektedir. Sekil 3.8 de drneklerin FTIR spektrumlart verilmistir.

Sekillerde de goriildiigii gibi, AMY orneklerinin GA ile etkilesimi 120 dakikalik
buhar ve s1vi 6rnekleri disinda ¢ok etkili degildir. Bununla beraber AMY filmlerinin
15 dakikalik buhar ve sivi ornekleri disindaki tiim film 6rneklerinde C=0O bagim
veren pikler net olarak goriilmektedir. Ayrica yine 2500 cm™ den baslayan genis

bantta C-H ve N-H piklerinin birlestigi ve biiyiik bir egri olusturdugu goriilmektedir.

Cizelge 3.21. PPF-GA-BSA etkilesimleri frekans kayma degerleri

PPF-GA | PPF-0.0lng/ml | PPF-0.05ng/mi
etkilesimi BSA BSA
PPF
Sartlan | GAsartan | Af+o (Hp | Afo (Ho) Ay (8
15 dk GA -6.3+4.5 14.3+46.6 27.3+39.4
Buhar
120dkGA 1 g 6110.2 20.4+17.3 128.1£102.0
Buhar
AMY 15 dk GA
MY - 17487 128.1+102.0 :
30sdoklnGA -4.4+6.5 28.4+59.6 119.9+61.9
120 dk GA 4.4+6.3 21425 89.24:35.8
Soln.
A (e 48453 -4.2452.1 42.4+27.8
Buhar
15SdokaA 110.7+15.0 -14.8+20.9 6.0+54.9
DACH 30 dk GA
JDACH o€ 4.6+7.3 17.8433.7 -
60 dk GA 4.2+8.2 5.3422.2 -
Soln.
120 dk GA e 19.4:8.0 3.0+10.8
Soln.
15 dk GA 8.0+7.0 10.6£7.0 -
Buhar
30 dk GA
. kS 0.8+14.2 2194225 72.7467.4
75W-1dk | 60 dk GA 33153 4314133 i
Buhar
60 dk GA 47271 22.742.6 :
Soln.
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Frekans degisimlerine bakilinca GA ve PPF etkilesimleri basarili bir sekilde negatif
yonde frekans kaymalarina yol agmis, dolayisiyla yiizeylerde ¢ift fonksiyonlu aldehit
gruplarinin yer aldigi anlasilmistir. Bu sekilde hem kiitle birikimi hem de ylizey

fonksiyonellesmesi iki ayr1 yontem ile dogrulanmistir.

Model protein olarak secilen BSA ile yapilan deneylerde kullanilan tim BSA
derisimlerinde BSA’nin yilizeye baglandig1 ne ylizey analizlerinde kullanilan FTIR-
ATR olgtimlerinde ne de kiitle hassas Ol¢limlerin gostergesi olan frekans
sapmalarinda belirlenememistir. Hatta frekans sapmalarinda goriilen pozitif artis
yiizeyden kiitle kaybininda bir gostergesi olmustur. Amin-aldehit grubu etkilesimini
yavas tepkime kinetigi gosterdigi ile ilgili bilgiler grubumuzda yapilan daha 6nceki
calismalarda belirlendiginden GA-PPF etkilesimi 15 giine kadar uzatilmis,fakat bu
etkilesimin QTF yiizeylerinde korozyona sebep oldugu ve kiitle kaybinin bu

orneklerde daha belirgin gozlendigi fark edilmigtirl>3-56],

QTF yiizeyini farkli amin grubu iceren monomerlerle plazma polimerizasyonu
yontemi kullanarak dogrudan modifiye etmek ve ardindan TnT takibine yonelik bir
biyosensor gelistirmek iizere baslatilan bu arastirma denenen biitiin parametrelere

karsin kararli bir biyosensdor gevirici yapisi elde edilmesine imkan saglamamustir.
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4. SONUC, ONERILER VE GELECEK CALISMALAR

Bu tez calismasinda kiitle hassas bir TnT biyosensoriinin  gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu kapsamda heptilamin, amilamin ve diaminosiklohekzan
monomerleri degisik giiglerde ve uygulama siirelerinde plazma polimerizasyonu
yontemi ile cam ve QTF 6rnekler {izerine uygulanmistir. Bunun sonrasinda ince film
ornekleri temas agisi Ol¢iimleri, XPS, frekans kaymalari, SEM, FTIR-ATR ile
karakterize edilmistir. PPF yiizeyleri GA ile aktif hale getirilerek protein
immobilizasyonu i¢in uygun hale getirilmistir. Aktif ylizeye model protein olarak

BSA baglanarak, frekans kaymalar1 takip edilmistir.

Ince film karakterizasyonlarinda filmlerin modifiye edilmemis camlara gére daha
piiriizsiiz bir yiizeye sahip oldugu goriilmistiir. Bununla beraber temas agisi
Olgtimleri yiizeyin zamanla sahip oldugu hidrofilik karakteri kaybederek, hidrofobik
karaktere dogru yonelimini gostermektedir. Bunun sebebi daha dnce de bahsedildigi
gibi yiizeyin termodinamik olarak uygun gruplarla yeniden yapilanmasi ya da oto-
oksidasyon olabilir. Ayrica plazma odaciginda kalan oksijenin yiizey {izerinde
asinma Yyarattigir goriilmektedir. Bunlarin disinda iletkenlik 6lgiimlerine bakildiginda
direncin plazma parametrelerine bagli olmadig: fakat, artan karbon gruplarinin yiizey
direncini arttirdii goriilmiistiir. Yiizeyin kimyasal analizinde goriildii ki, ylizeyde
oksidasyona ugrayan karbon gruplari oldugu gibi amin gruplarmin valigt da hem
karbon hem de azot Olglimlerinde teyit edilmistir. Bunun yani sira temas agisi
Olctimleriyle belirlenen en stabil 6rnekler QTF’ler iizerinden alinan frekans kayma
degerleriyle teyit edilmis ve RF/LP plazma jeneratoriiyle tiretilmis 6rneklerin LF/LP

plazma jeneratoriiyle iiretilmis olanlara gére daha stabil oldugu goriilmiistiir.

GA ile yapilan yiizey akivasyonunda ornekler farkli siirelerde sivi ve buhar
ortamlarinda GA’e maruz birakilmistir. Sonrasinda yapilan frekans ol¢iimlerinde

standard bir kosul olusturulmaya g¢alisilmis fakat hem model protein testlerinde hem
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de GA aktivasyonu i¢in yapilan frekans dl¢iimlerinde ince filmlerin yiizeye zarar
vererek yilizeyden siyrildigini yani aslinda stabilite konusunda Orneklerin zayif
olduklar1 ve bir biyosensor caligmasi icin tek basamakli yapilacak bir plazma
polimerizasyon calismasinin bu tarz platformlar icin yeterince kararli olmadigi

gorilmistir.

Bu sebeple yapilabilecek iyilestirmeler su sekilde olabilir; plazma
polimerizasyonundan once ylizey enerjisinin arttirilmasi bu ¢alisma igin iyilestirici
bir adim olabilir. Yiizey enerjisi arttirtlmis 6rneklerde plazma polimerizasyonu ile
kaplanan ince filmlerin stabilizasyonu filmler yiizeye daha iyi tutunabilecegi igin
uygun olabilir. Bunun yani sira amin icerikli monomerler kaplanmadan once yiizeye
diiz zincirli ya da halkali alkan gruplarindan olusan hidrokarbonlar kaplanarak yiizey
lizerinde ¢apraz bag yogunlugu yiiksek olan bir ince film olusturulabilir. Bu yogun
capraz bag yapisi ylizey yeniden yapilanmasini yavaslatarak, stabilizasyonu
arttiracaktir. Bunu yani sira monomerlerin igine karistirilacak amonyak ile film
stabilizasyonu ile beraber amine igerigi de arttirilabilir. Ayrica diiz zincirli ya da
halkali alkan gruplarindan olusan hidrokarbonlar ile kaplanan ylizeyler sonrasinda

amonyak ile tekrar kaplanarak daha stabil yapilar elde edilebilir.

Gelecek ¢alismalarda yukaridaki oneriler ve elde edilen veriler géz Oniine alinarak
QTF daha iyi bir platform haline getirilebilir. Bunun yani sira elde edilen amin
bakimindan zengin yiizeyler GA aktivasyonu sonrasi istenilen protein

immobilizasyonu i¢in kullanilabilir.

Bu sonuglarin elde edilmesi grubumuzda gergeklestirilen ve QTF kullanimina
yonelik kiitle hassas biyosensor calismalarinda yeni yaklagimlara yonlendirmistir. Bu
yaklagimlarin basinda yiizeyin yine plazma polimerizasyonu kullanilarak kararl
alkan yapisindaki hidrokarbonlar ile nanometre kalinliklarinda bir alt film
olusturulmas: diistiniilmiistiir. Bu amagla plazma polimerize hekzan filmler QTF
yiizeyinde olusturulmus ve {izerine biyosensorii olusturmak tizere gerekli
modifikasyonlar baska bir arastirmacimizin tez c¢alismasi  kapsaminda

yapilmaktadir®’],
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