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Onsoz

Bu raporda TUBITAK tarafindan desteklenen 107T211 numarali arastirma projesinden elde edilen
sonuglar 6zetlenmektedir. Proje kapsaminda diblok kopolimer ince filmelerdeki nanometrik kanallarda
tek terilen molekullerinin yayinimi tek molekil izleme teknigiyle incelenmis ve kanallar icerisinde
normal ve akis iceren yayinim goésterilmistir.
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Ozet

Bu TUBITAK 1001 projesi kapsaminda tek terilen molekiillerinin bir asimetrik diblok kopolimer
(poly(butadiene)-poly(ethylene oxide), PB-PEO) ince filmde bulunan ¢evrelenmis kanallardaki hareketi
tek molekil izleme teknigi ile incelendi. Once, polimer ince filmlerde sabitlenmis terilen veya
Rhodamine B molekiilleri ile kalibrasyon deneyleri yapildi. Bu deneylerde bir piezoelektrik hareket
sehpasinin attigi 20-25 nm’lik adimlar tek molekil goéruntileri ile izlendi. Adim mesafesi yaklasik 1.5
nm’lik dogruluk ile belirlendi. Daha sonra diblok kopolimer ince film orneklerin hazirlanmasi igin
kullanilan yéntemler (spin kaplama ve tavlama) optimize edildi. Ince filmlerde bir boyutlu kanallarin
olusumu atomik kuvvet mikroskobu (AKM) faz gorintileri ve taramali elektron mikroskobu (TEM)
goruntileri ile teyit edildi.

Daha sonra tek terilen molekillerinin PB-PEO diblok kopolimer ince filmlerdeki cevrelenmis PB
kanallarinda bir boyutlu yayinimi deneysel olarak gézlendi. Tek molekil yoriingelerinde gozlenen
paralel ve egik kanallarin AKM ve TEM goruntileri ile uyumlu oldugu gozlendi. Tek molekil
yériingelerinin analizi sonucu terilen molekiillerinin bir boyutlu yayinim sabitlerinin iki boyutlu yayinim
sabitlerine gore oldukca kicik oldugu ve genis bir dagilima sahip oldugu ortaya ¢ikti. Bazi molekiillerin
yonli hareket ettikleri ortalama karesel yer degisimi fonksiyonunun gecikme zamanina ile parabolik bir
iliski icinde olmasiyla gorildi. Bu davranis muhtemelen PB kanallarinin genisliginde ve yogunluktaki
lokal degisiklerden kaynaklandi. Proje slresince elde edilen sonuclar kanallarin heterojenliklerinin tek
molekiillerin hareketine etkilerini goésterdi. Elde edilen sonuclar tek molekil izleme teknidinin
beraberinde getirdigi hassasiyetin kendinden olusan blok kopolimer morfolojilerin incelenmesinde
kullaniminin diinya literattriinde ilk gosterimi oldu.

Projeden elde edilen sonuglar ile Kog Universitesi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi programinda bir
yuksek lisans calismasi tamamlandi, Journal of Physical Chemistry B dergisinde 1 yayin ve
uluslararasi ve ulusal konferenslarda 6 sunum yapildi.

Anahtar Kelimeler
Tek molekil izleme, icten tam yansimali floresans mikroskopi, diblok-kopolimer, terilen, floresans
gorintileme

Abstract

In this TUBITAK 1001 project, the motion of single terrylene molecules has been investigated in
confined channels of an asymmetric diblock copolymer (poly(butadiene)-poly(ethylene oxide), PB-
PEO) by single molecule tracing. First, calibration measurements have been performed using single
terrylene and Rhodamine B molecules stabilized in polymer thin films. In these measurements a
piezoelectric translation stage was moved with 20-25 nm steps. The accuracy in determining the steps
by using the single molecule images was shown to be ~1.5 nm. Sample preparation of the diblock
copolymer thin films that involves spin coating and annealing has been optimized. One dimensional
channel formation has been confirmed using atomic force microscope (AFM) phase images and
scanning electron microscope (SEM) images.

One dimensional diffusion of single terrylene molecules in confined PB channels of PB-PEQO diblock
copolymer thin films were then observed by single molecule tracing. Parallel and curved channels
observed in single molecule trajectories greatly resembled those observed in AFM and SEM images.
Analyses perfomed on single molecule trajectories showed that the one-dimensional diffusion
coefficients were significantly smaller and had a narrower distribution compared to two-dimensional
diffusion coefficients of terrylene molecules in PB. The trajectories of some single molecules also
showed unusual behavior of directed motion where mean square displacement had a parabolic
dependence on lag time. The likely origin of this behavior was the local variations in the PB channel
width and the resulting change in the local density. The results obtained during the course of this
project showed the effect of nonuniformities and heterogeneities in the channels on the motion of
single molecules. To the best of our knowledge, these have been the first demonstrations using the
high sensitivity of single molecule tracing in characterizing self-assembled block copolymer
morphologies.

The results obtained from this project have been the subject of an M.S. thesis in Materials Science and
Engineering at Ko¢ University. The results have been published as 1 journal paper in the Journal of
Physical Chemistry B, and they have been presented in 6 international/national conferences.
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Single molecule tracing, total internal reflection fluorescence microscopy, diblock copolymer, terrylene,
fluorescence imaging



1. Girig

Proje kapsaminda literattirde ilk defa tek molekil izleme teknigi ile diblok kopolimer bir malzemede
bulunan cevrelenmis kanallarda tek molekillerin hareketleri incelendi. Tek terilen molekullerinin
goruntileri icten tam yansimali floresans goruntileme teknigiyle izlendi. Cevrelenmis kanallar
poly(butadiene)-poly(ethylene oxide) (PB-PEO) diblok kopolimer malzemenin bir lamel Uzerine spin
kaplama yontemi ile kaplanmasi ile elde edildi. Kanal olusumunun saglanmasi i¢in drnekler tavlandi.
Olusan kanallar atomik kuvvet mikroskobu (AKM) faz gorintileri ve taramali elektron mikroskobu
(TEM) goriantuleri ile teyid edildi. Cevrelenmis kanallar icinde hareket eden tek molekullerin
yoriingelerinde paralel ve egri kanal morfolojileri gbzlendi. Yoriingeler Gzerinde yapilan agi analizi bir
boyutta yayinimi dogruladi, ortalama karesel yer dedisimi (OKY) analizi ise tek molekullerin yayinim
sabitlerinin olciilmesini sagladi. Olgiilen yayinim sabitleri iki boyutta yayinim yapan tek molekiillerin
yayinim sabitleri ile karsilastirildi. Projede elde edilen sonuclar Journal of Physical Chemistry B
dergisinde yayinlandi ve uluslararasi ve ulusal konferenslarda 6 sunum yapildi.

Proje sonu¢ raporu 6nceki paragrafta 6zetlenen ilerlemeleri icermektedir. Sonug¢ raporunun ikinci
boliminde kurulan deneysel dizenek tanitiimakta ve optimize edilen 6rnek hazirlama adimlari
aciklanmaktadir. Optik dizenegin tek molekdl goruntileme hassasiyetine ulastigi bu bdlimde
gosterilmektedir. Cevrelenmis kanallarin teyid edildigi AKM faz géruntileri ve TEM goéruntileri de bu
bélimde veriimektedir. Ugtincii bolimde tek molekill izleme teknigi ile gerceklestirilen kalibrasyon
deneyleri aciklanmaktadir. Bu sonuclar hedeflenen 1.5 nm’lik lokalizasyon dogruluguna ulasildigini
gostermektedir. Deneysel sonuclar dordinct bélimde verilimektedir. Tek terilen molekullerinin
cevrelenmis kanallarda hareketi, a¢i ve OKY analizi sonuglart bu bdélimde sunulmakta ve
tartisiimaktadir. Besinci bélumde projede elde edilen sonuclar 6zetlenmektedir.



2. Deneysel Diizenek ve Ornek Hazirlh g

2.1. Kurulan Techizat ve Deneysel Dizene gin Tanitimi

Sekil 2.1.1 (a) Spin kaplama aygiti (b) Azot gazi ve vakum pompasi sistemi ile kurulumu tamamlanmis spin kaplama aygiti (c)
Vakumlu firin (d) UV sterilizasyon aleti (d) buzdolabi.

Projede 6rnek saklanmasi ve hazirhdinda kullanilan alimi ve kurulumu yapilan techizat Sekil 2.1.1'de
gOsterilmektedir. Techizat hassas CCD kamera, spin kaplama aygiti, vakumlu firin, UV sterilizasyon
cihazi ve mini buzdolabini icermektedir.
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Sekil 2.1.2 (a) Optik deney dizenegi cizimi (b) Ters geometride bulunan mikroskop, uyarici laserin izledigi optik yol (beyaz renk
ile gosterilmektedir) ve hassas kameranin i¢inde bulundugu karanlik kutu (c) Hassas CCD kamera ve teleskop diizenegi (d)
Hassas CCD kamera kontrol {initesi () Hassas CCD kamera su sogutma sistemi.
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Optik deneyler icin kurulan optik deney diizenegi Sekil 2.1.2'de gosteriimektedir. Deney dizeneginde
uyarici laser 1siginin capi bir teleskop ile biydtuldikten sonra bir mercek ile mikroskop objektifinin
(Numerik ac1=1.49, 60x) arka odak duzlemine odaklanir. Boylece laser demetinin objektiften paralel
cikigl saglanir. Bir aynanin acisi degistirilerek paralel laser demetinin polimer-hava ara yiiziine kritik
icten tam yansima acisindan biyik bir aciyla gelmesi saglanir. Béylece icten tam yansima kosullari
saglanmis olur. Ornekden yayilan 1sima ayni mikroskop objektifi ile toplandiktan sonra bir bagka
teleskopdan gecirilir ve hassas CCD kameraya odaklanir. Kurulan teleskop ile birlikte gortntilemede
elde edilen toplam biyitme orani x180'dir. 16umx16um CCD kamera piksel boyutu gbz ©nine
alindiginda bu her pikselde 89 nmx89 nm’ik bir alanin goértintilenmesine karsilik gelir.

2.2. Tek Molekdillerin Tumuyle S6énmesi ve Yanip SO6nm  esinin
Fotofiziksel Karakterizasyonu

PMMA ince filmi icinde sabitlenmis Rhodamine B molekiilleri kullanilarak timiyle sénme deneyleri
gerceklestirildi. Sekil 2.2.1'de bir molekulden gelen isimanin aniden sénmesi gosterilmektedir. Bu
sekilde molekilin merkezinde bulundugu 4 piksel x 4 piksellik bir alandan toplanan igimanin
zamana bagh olan grafigi gosterilmektedir. t=7.3sn’de toplanan 1simanin aniden yaklasik 400000
sayim seviyesinden 40000 saim seviyesine distigi gortlmektedir. Gézlenen bu ani disisten
sonra ayni alandan cok az siddette algilama yapilabilmektedir. Bu tek molekilin timiyle
sénmesini (photobleaching) goésterir. Sekildeki kiicik gorintilerde gdosterildigi gibi t=20.5 sn'de
kirinim sinirl molekl isimasi gérilmemektedir.
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Sekil 2.2.1. ImL 40mg/mL PB-PEO/Toluene ¢ozeltisi ile 3 mL 20 nM Terilen/Toluene ¢ozeltisinin karistiriimasi ile elde edilen
karigimdan hazirlanan 6rnek tam yansimali floresans mikroskop teknigi kullanilarak incelendi. Tek molekullerden gelen
floresans sinyallerin zamana bagh degisimleri gozlendi. Bunun igin 0.1 saniye isinlama zamaniyla 20 saniye boyunca gorintu
kaydi yapildi. Alinan gdrintt kaydinda 4 x 4 piksellik alandan kaydedilen toplam floresans siddetinin zaman icerisindeki
degisimi yukaridaki grafikte gosterilmektedir. Toplanan i1si1din t=7.3 sn aninda tek bir basamakta gurilti diizeyine indigi
gozlendi. Yukaridaki grafikte ayrica incelenen tek molekil daha iyi gorilebilmesi agisindan 12 x 12 piksellik alan igerisinde
gosterilmektedir. Bu goriintulerde de floresans sinyalin girultl dizeyine indigi g6zlenmektedir.

Tek molekullerde yanip sénme fenomeninin gézlenmesi icin gerceklestirilen bir deneyin sonuclar Sekil
2.2.2’de gosterilmektedir. Bu sekilde 4 piksel x 4 piksellik bir alandan toplanan 1si1gin siddetinin zamana
gore degisim grafigi verilmektedir. Toplanan 1sik siddeti baglangicta gurilti seviyesinde iken t=6
sn’den itibaren artmis ve t=13.1 sn’ye kadar ylksek seviyede gdzlenmistir. Bu arada isik siddetinde
yuksek seviyerden disuk seviyeye ani gegisler gorulmistir. Bu gecisler yanip sénme fenomenine
t=13.1 sn’den sonra toplanan is1gin tekrar guriltd seviyesine dismesi ise tumuiyle sénme fenomenine
karsilik gelir. t=6 sn ile t=13.1 sn arasinda gérulen yanip sbnme davranisinda sénme aninda toplanan
Isik siddetinin gurultt seviyesine dusmedigi gorilmektedir. Bunun nedeni Rhodamine B molekdillerinin
karakteristik yanip sonme zamaninin Sekil 5'te gosterilen deneyde kullanilan isinlama zamani olan 100
ms’den daha distuk olmasidir [1]. Rhodamine molekilleri icin yanip sénme zamaninin 1-10 ms
mertebesinde oldugu asagidaki referansta gosterilmektedir. Kullanilan kameranin zaman ¢o6zunarlagu
31.25 ms oldugu icin, deneysel dizenegimizle yanip sdnme fenomenini tam olarak karakterize
etmemiz mumkun olmamistir.
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Sekil 2.2.2. 3mL’lik 3mg/mL PMMA ¢6zeltisi icerisine 0,2 nM Rhodamine B ¢ozeltisinden 1 damla damlatilarak hazirlanan
yuzeyden tam yansimali floresans mikroskop teknigi kullanilarak tek molekdllerden gelen floresans sinyallerin zamana bagh
degisimleri incelendi. Goruntu kaydi i¢in 0.1 saniye 1sinlama zamani kullanildi. Sekil 4'deki sonugtan farkli olarak bu
incelemede tek molekdillerin yanip sénme hareketleri incelendi. Alinan goériintii kaydinda yanip sdnme hareketini gosteren tek
molekulden toplana isima siddetinin zamana gore degisimi yukarida gosterilmektedir. Zamana bagh olarak floresans sinyal
siddetinde ani artma ve azalmalar gorilmektedir. Bu bize tek molekullerin karakteristik yanip sénme fenomenini gozledigimizi
gOstermektedir. Ancak, kullanilan sistemin isinlama zamani (exposure time) yetisi istenilen seviyelerde olmadigi icin tek
molekdllerin bu karakteristik 6zelligi tam olarak ¢éziimlenememistir. Sekil icerisinde ani artma ve azalmanin gozlemlendigi bir

zaman araligi icin goruntiler gosterilmektedir

2.3. Histogram Analizi

Tek molekilleri iceren gorintilerin  fléresans sinyal histogrami 6lcildid. Bu calismalarda
Poly(caprolacton) (PCL) polimeri Terilen molekdilleri ile katkilandirildi. Literatiirde gosterilen [2,3] analiz
yontemi kullanilarak elde edilen histogramlar asagida verilmektedir.

5x10™ 5x10™
E 4x10°7! Arkaplan "z ax10°4! Arkaplan
=z ¥ g e
B 310° Rt
= n -~ '
& ; El i
] o 2 20 T
= 2x10% 41 0.04 kW/cm S 2074
~ P f & ‘ 50 ms
= ' / 2 = H
2 i [/ 0.07 kW/ecm = i 100 ms
g 1x107q) S 0.09 kW/em? g Wy 200 ms
£l < S : VA
04 0 piiy 7 — T T
0 %10 2x10*  3x10°  4x10°  5x10°  ex10°

@)

0

B -\ T
1x10°  2x10°

!k‘ I. T T
x10*  4x10*  sx10"  ex10

Sayim

(b)

Sayim

Sekil 2.3.1. Tek molekullerin floresans sinyal degerlerinin olasilik yogunlugu histogramlari. Arkaplan sinyal degerlerinin olasilik

yogunlugu da karsilastirma icin hesaplandi. (a) Sabit 100 ms’ de toplam 100 imgedeki 20 sabit tek molekulden gelen floresans
sinyal degerlerinin 0.04, 0.07 ve 0.09 kW/cm2 laser gii¢ degerleri icin hesaplanan olasilik yogunluklari. (b) Sabit 0.07 kW/cm2
laser gli¢c degerinde 100 goriintudeki 20 sabit tek molekilden gelen floresans sinyal degerlerinin 50, 100 ve 200 ms iginlama

zamanlarinda hesaplanan olasilik yogunluklari.

Bu histogramlar [3] numarali referansta Sekil 2.3.1'de sunulan histogramin hesaplandidi sekilde
hesaplanmistir. Beklendigi gibi histogramlarda 0 sayima yaklasildik¢a olasilik yodunlugu O degerine
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dismektedir ve belli bir sayim degerinde maksimum degere ulagsmaktadir. Ayrica laser gici ve
Isinlama (exposure) zamaninin arttiriimasi ile histogramlarin tepe noktalarinin daha yiksek sayim
degerlerine dogru kaydigi gorulmektedlr Bu sonugclar literatir ile tam uyum icerisindedir. Deneylerde
kullandigimiz laser glcl kw/cm? cinsinden ifade edllmlgtlr Bu degerlerin [3] numaral referansta
kullanilan laser gic¢ degerlerinden (0.5-25 kW/cm) kicik olmasi deneylerde kullandigimiz CCD
kameranin hassasiyetinden kaynaklanmaktadir. Kullandigimiz Iaser glc degerleri son zamanlarda
yapilan [4] numarali ¢calismadaki laser glic degeri olan 0.3 kw/cm? ‘ye yakindir.

2.4.PB-PEO Sisteminden ince Film Uretiminin Optimize Edilmesi

ten—cr=cn *CHﬂm*b* lcH—cH,— OELk o

(32000g/mol) (163000g/mol)

a
a

(b)

168868
8088 | e.s
6088
16868

2868

(C) -1.8

B 2088 4908 6008 5908 18808005

Sekil 2.4.1. (a) Kullanilan PB-PEO diblok-kopolimerin molekdl formilu, olusmasi beklenen yapinin temsili resmi ve terilen
molekdlindn cizimi. (b,c) Optimize edilmis 6rnek hazirlanma yontemi kullanilarak hazirlanmig PB-PEO ince filminin AKM faz
goruntuleri.

Proje suresince Polibutadien (PB) - Polietilen Oksit (PEO) sisteminden kanalli yapilar iceren ince
filmlerin hazirlanmasinda kullanilan adimlar optimize edilmistir. 32000g/mol-163000g/mol molekdl
agirlik oranina sahip PB-PEO sisteminden (PBsg3-PEO37¢s altyazilar ortalama monomer sayilarini ifade
eder) kanalli yapilar iceren ince filmler elde edilmesinde en iyi 6érneklerin elde edilmesi icin belirlenen
ornek hazirlama adimlari asagidaki gibidir:

- 20 nm Terilen/Toluene ¢ozeltisi 40 mg/ml'lik PB-PEO/Toluene ¢ozeltisi ile birlestiriimesi

- Elde edilen ¢6zeltinin lamel Gzerine 2000 rpm'de 1 dakika spin kaplanmasi
- Kaplanmis ince filmin 60 C'de 4-6 saat tavlanmasi.
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Bu adimlarin takibinden sonra elde edilen tipik bir ince filmin AKM faz goruntileri Sekil 2.4.1b ve
2.4.1c'de gosteriimektedi. Bu sekilde karanlik bdlgelerin ifade ettigi PB bolgelerinde kanalli yapilar
net olarak gorilmektedir. Elde edilen kanalli yapinin ve terilen boya molekilinin cizimleri de Sekil
2.4.1a'da gosterilmektedir. Sekil 2.4.2 ve 2.4.3'te ise cam ve silikon alttaglar tizerlerinde hazirlanan
PB-PEO diblok-kopolimer &rneklerin taramali elektron mikroskobu goérintileri gosterilmektedir.
Kanalli yapi bu gorintilerde agik olarak gdézikmektedir.

1um EHT = 2.00 kV Signal A = InLens  Date :23 Jun 2009
Mag = 35.34 KX |_| WD= 4mm Photo No. = 6482 Time :18:32:01

EHT = 2.00 kv Signal A=InLens Date :23 Jun 2009

200nm
Mag = 150.00 KX |—| WD= 4mm Photo No. = 6483  Time :18:34:38

Sekil 2.4.2. Cam alttas lizerinde hazirlanan PB-PEO diblok-kopolimer érneginin taramali elektron mikroskobu géruntileri.
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%

1pm EHT = 2.00 kv Signal A= InLens  Date :23 Jun 2009
Mag = 3509 KX I—' WD= 3mm Photo No. = 6484  Time :18:49:59

300nm EHT = 2.00 kv Signal A=InLens  Date :23 Jun 2009
Mag = 100.00 KX I—' WD= 3mm Photo No. = 6485  Time :18:54:44

Sekil 2.4.3. Silikon alttas Uizerinde hazirlanan PB-PEO diblok-kopolimer érneginin taramali elektron mikroskobu gorintileri.
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3. Tek Molekdl Yoriunge Analizi ve Kalibrasyon Deney  leri

3.1. Mekansal duyarlilik kalibrasyonu deneyleri

Doénem icinde projemizde kullaniimak Uzere 2 boyutlu Gaussian analizini temel alan bir Labview tek
molekil izleme programi gelistirildi. Programda yukten baglasik aygit kamerasiyla (CCD kamera)
kaydedilen 512 piksel x 512 piksellik goérintulerden tek bir molekilin icinde oldugu belli bir bélge
secilir. Toplam 180 kat buyitme ile kaydedilen goérintilerde kirinim sinirli alanin 4 piksel x 4 piksel
olmasi nedeniyle, tek molekdl izlenmesi icin tipik olarak 12 piksel x 12 piksellik bir alanin secilmesi
uygun olmustur. Bu alandaki goriintl siddeti asagidaki fonksiyon ile karsilastirilir ve en uygun sabitler
hesaplanir.

2 2

I(x,y)=b+ A@Xp[— (=) (v ym)zj
20, 40,

Hesaplanan bu sabitlere gére isaret girultt orani SNR= ifadesi ile hesaplanir. Gelistirilen

A
VA+Db
programin gérintileri Sekil 3.1.1'de gosteriimektedir. Asagida aciklandigi gibi deneylerimizde 200’Un
Uzerinde isaret gUriltd oranlarina ulasiimistir. Bu sayede 1.5 nm seviyesinde konumsal ¢ozinurlik
elde edilmistir.

Projemizde tek molekullerin hareketlerinin detayli izlenmesi yukaridaki paragrafta aciklanan kendi
gelistirdigimiz program ile yapilmaktadir. Kaydedilen verilerin ilk analizlerinde ImageJ progaminin
eklentisi olarak ETH Zirich Hesaplamali Bilimler Enstitlist tarafindan gelistiriimis olan nokta takibi ve
yériinge analizi algoritmasi da kullaniimaktadir. Bu iki program da 2 boyutlu Gaussian analizini temel
almaktadir. 2 boyutlu Gaussian analizinde [5,6,7] numaral referanslardan faydalaniimistir.

Kurulan dizenegin mekansal duyarliliginin belirlenmesi icin PMMA icinde sabitlenmis tek Rhodamine
B molekaulleri gézlenirken drnegin bagh bulundugu bir piezoelektrik hareket sehpasi tek boyutta hareket
ettirildi. Piezoelektrik hareket sehpasinin hareketleri tek molekillerin goriintuleri ile karsilastirildi.
Kullanilan 6rnekler 3mL’lik 3mg/mL PMMA c¢ozeltisi icerisine 0.2 nM Rhodamine B c¢ozeltisinden 1
damla damlatilarak ¢ézeltinin spin kaplama teknigi ile lamel Gizerine kaplanmasi ile hazirlandi.

Piozoelektrik hareket sehpasinin 20 nm’lik ve 15 nm’lik adimlar atmasi ile gerceklestirilen deneylerde
incelenen iki ayri molekdl icin toplanan verilerin analizleri Sekil 3.1.1 ve 3.1.2’de gb6steriimektedir. Bu
sekillerde saniyede iki gorintl alinarak yapilan kayitlar incelendi. Toplam kayit siresi olan 45 saniye
boyunca piezoelektrik hareket sehpasi her iki durumda da 8 adim hareket ettirildi. Her adimda 10
goruntl boyunca tek molekilin bulundugu konum hesaplandi, bu konumlarin ortalamasi tek
molekllin o adimdaki ortalama konumunu verdi. Her adimdaki ortalama konumlar arasindaki
mesafenin hesaplanmasi ile adim mesafeleri elde edildi. Hesaplanan adim mesafelerinin histogramlari
Sekil 3.1.1 ve 3.1.2'de gdsterilmektedir. Bu histogramlardan her iki deney icin ortalama adim
mesafeleri 21.93 nm ve 17.32 nm olarak hesaplandi. Bu sonuclarin deneylerde beklenen adim
mesafeleri olan 20 nm ve 15 nm ile iyi bir uyum icerisinde oldugu goérildi. Adim degerleri
histogramlari kullanilarak standart sapma degerleri Sekil 3.1.1 ve 3.1.2 icin sirasiyla 1.48 nm ve 1.98
nm olarak hesaplandi. Bu standart sapma degerleri deneylerde ulasilan &lcim duyarliigini
gostermektedir. Olcim sonugclari projede hedeflenen 1.5 nm’lik mekansal duyarliliga ulagildigini
gostermektedir. Olciimler icin kullanilan Labview programi Sekil 3.1.1'de gosterilmektedir. Labview
program dosyasli sonug raporuna da eklenmistir.
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Sekil 3.1.1 — 3mg/mL PMMA ¢ozeltisi icerisine 0.2 nM Rhodamine B ¢6zeltisinden 1 damla damlatilarak ¢ozeltinin spin
kaplama teknigi ile lamel Gzerine kaplanmasi ile 6érnek hazirlandi. Daha sonra tam yansimali floresans mikroskop teknigi
kullanilarak tek molekuller uyarildi ve saniyede iki gorintt alinarak video kaydedildi. Bu sirada piezoelektrik hareket sehpasi
alinan her 10 gorintiden sonra 20 nm adimlarla hareket ettirildi. Tek molekillerden gelen floresans sinyallerden bir tanesi
gelistirilen Labview programi kullanilarak 12 piksel x 12 piksellik alan igerisinde segildikten sonra her yarim saniyelik
basamaktaki hareketi program sayesinde algilandi ve zamana bagimli olarak ¢izildi. Sonug olarak 20 nm’lik adimlar gizilen
grafik Uzerinde yaklasik 20'ser nm’lik artan basamaklar olarak gézlendi. Bu deneyin sayisal istatistiksel analizi yapildi ve
adimlarin istatistiksel dagilimi cizildi. Yapilan hesaplamalarda elde edilen ortalama adim mesafesinin 21.83 nm ve standart
sapmanin 1.48 nm oldugu gézlendi
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Sekil 3.1.2 — Sekil 2'de bahsedilen gdzlem ayni 6rnek kullanilarak 15 nm’lik adimlar igin tekrarlandi. Spin kaplama teknigi ile
hazirlanan 6rnek icerisindeki Rhodamine B molekadilleri tam yansimali floresans mikroskop teknigi kullanilarak 532 nm’lik lazerle
uyarildi. Saniyede iki gérunti alinarak video kaydedilirken piezoelektrik hareket sehpasi alinan her 10 gdrintiden sonra 15 nm
adimlarla hareket ettirildi. Tek molekiillerden gelen floresans sinyallerden bir tanesi gelistirilen Labview programi kullanilarak 12

piksel x 12 piksellik alan i¢cerisinde secildikten sonra her yarim saniyelik basamaktaki hareketi program sayesinde algilandi ve

zamana bagimh olarak ¢izildi. Sonug olarak 15 nm’lik adimlar ¢izilen grafik Gzerinde yaklasik 15’er nm’lik artan basamaklar
olarak gdzlendi. Bu deneyin sayisal istatistiksel analizi yapildiginda ortalama adim mesafesinin 17.32 nm ve standart sapmanin
1.98 nm oldugu hesaplandi
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Sekil 3.1.3 — Labview programlama dili kullanilarak gelistirilen pargacik izleme programinin goruntileri. Programin 6n paneli (a)
ve blok semasi (b) gosterilmektedir
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3.2. Aci Analizi

Aci analizi, tek molekdlin yéringesindeki herhangi bir noktay! bir sonraki ve bir 6nceki noktalarla
baglayan dogrular arasindaki acinin (Sekil 3.2.1'de gdsterilen a acisi) bulunmasi ile gerceklestirilir.
Tek boyutta hareket durumunda bu acinin 0 rad ve Ttrad degerlerinde bulunmasi beklenir. 2 boyutta
Brownian harekette ise acinin 0 rad ile trad arasinda herhangi bir degeri almasi beklenir. Ozellikle
Sekil 4.2b ve c'de gbsterilen aci histogramlarinin 0 rad ve 1t rad dederlerinde tepe degerlerine
ulasmalar tek molekillerin tek boyutlu kanallar icerisinde hareket ettiginin gdstergesidir. Sekil 4.2a
ve d'deki aci histogramlarinin 0 rad ve 1t rad degerlerinde tepe dederlerine ulasmamalari secilen
Isinlama zamani ile molekilin yayinim zamaninin uygun olmamasindan kaynaklanmaktadir.

i+1

Sekil 3.2.1. Aci analizinde hesaplanan aginin ( o) temsili gdsterimi.

3.3. Ortalama Karesel Yer De gisim (OKY) Analizi

Belirli isinlama zamaninda (& ) kaydi alinan gériintiillerde yayinim yapan tek boya molekiliinin her
bir gorantiideki pozisyon bilgileri (rl(xl, yl), r, (Xz, yz), r3(x3, y3),...) kullanilarak molekiliin ortalama

karesel yer degisimleri (mean square displacement) herbir adim-araligi (lag time), T =n& (n : iki

adim-araligi arasindaki adim sayisi), icin ayri ayri hesaplanir. Genel olarak T =ndicin yer
degdisimler su sekildedir:

x1 =x(t) Xow =Xt +7)  %(1) =X, =%
=¥(t) Vea=Vl*7) ()= Yea- W

X; —x( ) Xos —x(t +r) Axi(r)=xn+i - X
=Y(t) Yoo =Yt +7) By(7)= Yo -y,

Karesel yer degisimler ise

An(r) = () + oy, ()

A, (T = A, (1) + Ay, (1)

;ri () =% (r)? + 2y, (r)?

olarak hesaplanir. Belli bir adim-araligindaki OKY, hesaplanan tim karesel yer degisimlerin toplaminin
periyodik adim-aralidi sayisina bélinmesiyle elde edilir.

1 2 2 1 & 2
OKY(r :—(Ar r) +Ar,lr +...)=— Ar (1T
(0 =y oo o, ) )= S )
Yukaridaki ifadede N toplam periyodik adim-arali§i sayisini ifade eder.
Normal Brownian yayinim durumunda OKY ile adim-arali§i arasinda dogrusal bir iligki vardir. icerisinde

akis barindiran yayinim hareketinde ise OKY ile adim-araligi arasinda parabolik bir iliski gdzlenir.
Beklenen iligkiler asagidaki gibidir:
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Normal yayinim
OKY(r)=2Dr

Normal yayinim ve akig
OKY(r)=2Dr1 +(Vr)?

Raporun 4. boliminde de aciklandigi gibi, drneklerimizde degisik tek molekil yoringe analizleri
sonucu normal yayinim ile birlikte normal yayinim ve akis da gézlenmistir.

3.4. Tek Molekil Yoringe Analizinde Kullanilan MATL  AB
Programi

Tek molekillerin yériingelerinin belirlenmesi, a¢i ve OKY analizlerinin gerceklestiriimesi icin MATLAB
programlama dilinde bir program yazildi. Yériinge analizinde 6ncelikle ImageJ programinin “Particle
Tracker” eklentisi kullanilarak tek molekdllerin yaklasik yoriingeleri belirlendi ve fotofiziksel 6zellikleri iyi
olan tek molekiller secildi. Daha sonra MATLAB programinda belirlenen yoriinge bilgisi 2 boyutlu
Gaussian benzesimde kullanilarak yoriingeler daha kesin olarak belirlendi. Ayni program kullanilarak
elde edilen yoringeler ile aci ve OKY analizleri yapildi, ayrica lokalizasyon kesinligi hesaplandi.
Lokalizasyon kesinliginin hesaplanmasinda asagidaki formul kullanildi [8,9]:

a(r)=.]35 :ZLX:Z: ('§Xf/nyo)_gri[—a(zﬁ&);)/f)/(zag)J

Bu formiilde Iy, Ny, Ny, Xi, Vi, Gxy, O°bg, Ve 0-(I(xi, yi)) maksimum genligi, x ve y yonlerindeki piksel
sayilarini, x ve y koordinatlarini, 2 boyutlu Gaussian'in standard sapmasini, arkaplan genliginin
varynasini, ve (xi,yi) pozisyonunda sinyal genliginin lokal varyansini belirtir. Deneysel kosullarimizda
elde edilen sinyal glrulti oranlar ve lokalizasyon kesinligi tipik olarak 4 ve 8 nm olmustur. Tek
molekdillerin yéringe analizinde kullanilan MATLAB programlari sonug raporuna eklenmistir.
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4. Deneysel Sonucla

04 s

MSD

',
Gaunss

Time (sec})

Sekil 4.1. Glukoz / su ¢ozeltisinde yayinim gosteren tek Rhodamine B molekdilinin izledigi yoriinge ve bu yoriingenin ortalama

karesel yer degisimi ve acl analizleri sonuglari.
Sekil 4.1'de herhangi bir nanometrik yapi barindirmayan gliikoz / su ¢ozeltisinde yayinim gdsteren
tek bir Rhodamine B molekilinin analiz sonuclari gdsterilmektedir. Bu érnek 20 nm Rhodamine B /
su + 3mg/ml glikoz / su ¢ozeltisinden bir lamelin Ustiine 60 — 80 pl damlatiimasi ile elde edildi.
incelenen molekiliin izledigi yéringe Brownian hareket yapan bir pargacigin yoériingesine
benzemektedir ve nanometrik bir kanalin icinde gidip gelme hareketi gézlenmemektedir. Kanallarin
bu sistemde bulunmadigl a¢i analizi sonucu ¢ikan homojen dagilimdan da anlasilir. Takip eden
boélumlerde aciklandidi gibi kanalli bir yapida hareket eden molekiller icin elde edilen a¢i analizi
histograminin 0 rad ile trad degerlerinde tepe yapmasi beklenmektedir. Son olarak ortalama karesel
yer degisimin (mean square displacement) adim araligi ile degisimi hemen hemen dogrusal bir iligki

ile degismektedir. Bu da Brownian hareket 6zellikleri ile uyumlu bir gézlemdir.

(a)

Occurence

o

C o
o

+—RREG
=)

0.5 1
Angle/n (rad)

0.5 pm

0 0.2 um

0.5 1.
Angle/n (rad)

(d)

0.5 1.0
Angle/n (rad)

Sekil 4.2. PB-PEO i¢inde yayinim gosteren 4 adet tek terilen molekuliiniin izledikleri yoriingeler ve bu yéringelerin ortalama
karesel yer degisimi ve aci analizleri sonuglari.
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Optimize edilen PB-PEO sisteminin kanalli yapilarinda yayinim gosteren degisik terilen
molekdillerinin yoéringeleri, a¢ci ve OKY analiz sonuclari Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4'de gosteriimektedir. Bu
sekillerde cizilen yoringe grafiklerinde her noktada tek molekuliin iki boyutlu Gaussian dagiliminin
tepe noktasinin lokalizasyon kesinligi hata paylari (error bar) ile gosteriimektedir. Optik diizenegin
toplam biyitme miktari 180 ve CCD kameranin piksel boyutu 16 pm x 16 um oldugu icin sekillerde
bir piksel 88.9 nm'lik uzunluga denk gelmektedir. Sekillerde uzunluk bir dicek ile gosterilmigtir.
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Sekil 4.3. PB-PEO icinde yayinim gosteren 2 adet tek terilen molekilinun izledikleri ydringeler ve bu yériingelerin ortalama
karesel yer degisimi ve acl analizleri sonuglari.

Sekil 4.2 ve 4.3'de alti ayri molekdlin izledigi yoriingeler ve yoriinge analiz sonuglari veriimektedir.
Yortngeleri ¢ikarilan molekdllerin hareketleri izlendiginde, molekullerin ayni yol Gizerinde gidip gelme
hareketi yapiyor oldugu gorulir. Bu durum kanal varhginin bir isaretidir. Sekil 4.2a, c, d ile Sekil 4.3a,
b'de incelenen molekillerin paralel kanallardaki hareketi yoriinge cizimlerinden acik olarak
gorulmektedir. Sekil 4.2b'de gosterilen molekil ise egik bir yéringe izlemektedir. Paralel ve egik
kanallarin goézlenmesi Sekil 2.4.1, 2.4.2 ve 2.4.3'de gosterilen AKM faz goruntileri ve taramali
elektron mikroskobu gorintileri ile tam bir uyum icerisindedir. Tim bu sonuclar, kullanilan polimer

ince film morfolojisi hakkinda bilgi sahibi olundugunu acik bir sekilde gésterir.
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Sekil 4.4. PB-PEO sistemi igerisinde normal yayinim ve akisin bir arada gézlendigi t¢ terilen molekulinin yoringeleri ile
yoriingeler kullanilarak yapilan ortalama kare yer degisim ve ac¢i analizleri sonuglari.
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Tek molekdllerin tek boyutlu kanallar icerisinde hareketi aci analizi ve ortalama karesel yer degisimi
(OKY) analizi ile incelenmistir. Bu iki analiz yéntemi 3.2 ve 3.3 numarali bélimlerde aciklanmistir.
Sekil 4.2 ve 4.3'de incelenen molekillerin OKY analizleri sonucu adim-araliginin 0'a yaklastigi
zaman hemen hemen dogrusal iligkiler gézlenmektedir. Bu sonuclar normal yayinimi ifade eder. Bazi
molekiillerde yiksek adim araliklarinda OKY egrisinde bir plato goézlenir bu molekillerin
sinirlandiriimis hareket yaptiginin bir gostergesidir (confined motion). Deneylerimizde bazi molekiller
icin OKY ile adim-arali§i arasinda parabolik bir iligki de gbézlenmistir. Bu tir bir iligski aciga cikaran (¢
molekdlin yéringeleri ile aci ve OKY analiz sonuclari Sekil 4.4'de gosterilmektedir. Parabolik iligki,
bu molekillerin kanallar icinde yayinim ve belli bir yénde akisa maruz kaldiklarini belirtmektedir. Bu
akis kanal genigliginin sabit olmamasiyla ve viskositenin kanal genigligiyle degismesiyle aciklanabilir.

0.5

—m— 1D Channeled Diffusion

g —m— 2D Brownian Motion
0.4+

Normalized Counts

Diffusion Coefficient (um®/s)

Sekil 4.5. Terilen molekdillerinin 1 boyutlu PB kanallarinda ve 2 boyutlu PB tabakalarinda yayinim sabitlerinin normalize edilmis
histogrami. 1 ve 2 boyutta yayinim sabitleri OKY egrilerinin OKY(T) =2Dr7 ve OKY(T) =4DT7 formiillerine
benzestiriimesi ile elede edilmigtir.

Olgiilen 1 boyutlu yayimim sabitleri 2 boyutlu yayinim sabitleri ile karsilagtirildi. Bunun igin
poly(butadiene)-poly(ethylene oxide) (PBsgs-PEQggg, altyazilar ortalama monomer sayisini ifade eder)
diblok kopolimer ince filmleri (film kalinhdi ~27 nm) hazirlandi. Bu ince filmlerde PEO blogunun lamele
temas etmesi ve PB’nin PEO ile hava/ince film araylizeyin arasinda iki boyutlu bir tabaka olusturmasi
beklenmektedir. Hazirlanan ince filmler Gzerinde su damlalarinin kontak acilarinin 90°den bulylk
oldugu olctlmustir. Bu orneklerde PB'nin hacim orani (fog = 0.49) temel alindiginda PB tabakanin
kalinliginin 13 nm olmasi beklenmektedir. Sekil 4.5'de PBsg3-PEO3;¢5 diblok kopolimeri ile elde edilen
ince filmin cevrelenmis PB kanallarinda bir boyutlu yayinim gésteren 48 molekilin ve PBsgz-PEOggg
diblok kopolimeri ile elde edilen PB tabakalarinda iki boyutlu yayinim gésteren 136 molekulin yayinim
sabitleri karsilastiriimaktadir. Bu karsilastirma normalize edilmis histogramlar ile yapiimaktadir. Bir
boyutlu ve iki boyutlu yayinim durumlarinda ortalama yayinim sabitleri 0.061 um?/s ve 0.112 um?/s
olarak belirlendi. Ozellikle 0.15 pm?/s degerinden yiiksek yayinim sabitlerinde bir ve iki boyutlu yayinim
durumlarinda énemli farklar saptandi. iki boyutlu yayinim sabitlerinin bir boyutlu yayinim sabitlerinden
daha blyik oldugu ve yaklasik 1 um?/s degerine kadar ulastigi gozlendi. Bu maksimum degerin bir
boyutlu yayinim sabitlerinde godzlenen maksimum degerden yaklasik U¢ kat daha bilyidk oldugu
saptandi.
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5. Sonug

Bu proje ile literatiirde ilk defa tek molekul izleme yontemi ile diblok kopolimer ince filmlerde bulunan
nanometrik cevrelenmis kanallarda hareket eden molekullerin yayinimi incelendi. Poly(butadiene)-
poly(ethylene oxide) (PBsgs-PEOggy, altyazilar ortalama monomer sayisini ifade eder) diblok
kopolimerinin spin kaplama ile lamellere kaplanmasi ile ince filmler elde edildi. ince filmlerin
tavlanmasindan sonra olusan kanalli yapi AKM faz goérintileri ve TEM goérintileri ile dogrulandi.
Kanallar icinde hareket eden tek terilen molekullerin yoriingelerinin paralel ve egik kanal morfolojileri ile
uyumlu oldugu goéruldi.Yoringeler Gzerinde yapilan agi ve ortalama karesel yer degisimi analizleri bir
boyutta yayinimi dogruladi ve yayinim sabitlerinin hesaplanmasini sagladi. Ortalama karesel yer
degisimi analizleri ile bir boyutlu kanallar icinde bazi molekillerin normal yayinim gdsterirken
bazilarinin akis iceren yayinim gosterdigini gézlendi. Hesaplanan yayinim sabitleri PB tabakalarinda iki
boyutta yayinim yapan terilen molekdllerinin yayinim sabitleri ile karsilastirildi.

Elde edilen sonuglar tek molekul izleme tekniginin blok kopolimer ince filmlerdeki morfolojiyi anlamakta
kullanilabilecegini gostermektedir. Bu teknik tek molekullerin kanallar icindeki yayinimi detayli olarak
calisilabilir. Tek molekullerin kanallardaki tek kusurlar ile etkilesimi detayli ¢ézimlenebilir. Yayinimi
etkileyen diger faktorler de bdylece anlasilabilir.

24



Referanslar

[1] Zondervan, R., Kulzer, F., Orlinskii, S. B., and Orrit, M., Photoblinking of Rhodamine 6G in
Poly(vinyl alcohol): Radical Dark State Formed through the Triplet, J. Phys. Chem. A, Vol. 107, 6770-
6776 (2003).

[2] Schmidt, T., Schitz, G. J., Baumgartner, W., Gruber, H. J., and Schindler, H., Characterization of
Photophysics and Mobility of Single Molecules in a Fluid Lipid Membrana, J. Phys. Chem, Vol. 99,
17662-17668 (1995).

[3] Schmidt, T., Schitz, G. J., Baumgartner, W., Gruber, H. J., and Schindler, H., Imaging of single
molecule difusion, Proc. Nat. Acad. Sci., Vol. 93, 2926-2929 (1996)

[4] Kirstein, J., Platschek, B., Jung, C., Brown R., Bein, T., and Brauchle, C., Exploration of
nanostructured channel systems with single-molecule probes, Nature Materials, Vol. 6, 303-310
(2007).

[5] Sbalzarini, I. F., and Koumoutsakos, P. , Feature point tracking and trajectory analysis for video
imaging in cell biology, J. Struct. Biol., Vol. 151 (2), 182-195 (2005).

[6] Thompson, R. E., Larson, D. R., and Webb, W. W., Precise Nanometer Localization Analysis for
Individual Fluorescent Probes, Biophys. J., Vol. 82, 2775-2783 (2002).

[7] Yildiz, A., Forkey, J. N., McKinney, S. A., Ha, T., Goldman, Y. E., and Selvin, P. R., Myosin V Walks
Hand-Over-Hand: Single Fluorophore Imaging with 1.5-nm Localization, Science, Vol. 300, 2061-2065
(2003).

[8] Kubitscheck, U., Kickmann, O., Kues, T., and Peters, R., Imaging and tracking of single gfp
molecules in solution. Biophys. J., Vol. 78, 2170-2179 (2000).

[9] Kirstein, J., Diffusion of single molecules in nanoporous mesostructured materials. (Doktora Tezi),
Ludwig-Maximilians Universitesi, Miinih (2007)

25



EK-1 Projede Kullanilan MATLAB Programlari

KUNRL_trajectory_analyze.m

%9%%% %% %%% %% %% % %% % %% %% % %% %% % %% %% % %% %Re0% %% %% % %% %% % %% %%

%% To fit a 2-D gaussian
%% m = Image

%%%% %% % %% %% %% % %% % %% %% % %% %% % %% %% % %% %Re0% %% %% % %% %% % %% %%

%m=gbell([50 50],[-10 10],[0 3],1);
%clc;
clear all;

tol=1e-7;

n_pixels=10;
date=sprintf('%s','14_11_08/");
numberl=sprintf('%s','4");
number2=sprintf('%s','8685");

outfile_trace=sprintf('%s%s%s%s%s%s',date,'Results_

outfile_MSD=sprintf('%s%s%s%s%s%s',date,'Results_"',
outfile_angle=sprintf('%s%s%s%s%s%s',date,'Results_

outfile_jpg=sprintf('%s%s%s%s%s%s',date,'Results_",

pos_m=load(sprintf('%s%s%s%s%s%s',date,'Results_',n

initial_frame=pos_m(1,1);
final_frame=initial_frame+length(pos_m)-1;

out_m=[];

for ii=initial_frame:final_frame;

if ii<10
image_m=load(sprintf('%s%s%s%i%s',date,numb

elseif ii<100
image_m=load(sprintf('%s%s%s%i%s',date,numb

else
image_m=load(sprintf('%s%s%s%i%s',date,numb

end;

r_xce=round(pos_m(ii-initial_frame+1,2));

r_yce=round(pos_m(ii-initial_frame+1,3));

image_m=image_m((1+r_xce-n_pixels/2):(1+r_xce+n
(1+r_yce-n_pixels/2):(1+r_yce+n_pixels/2));

image_m=image_m";

[cx,cy,sxy,PeakOD,bgnd] = Gaussian2D(image_m,to

image_m=image_m-bgnd;

[sizey sizex] = size(image_m);
[x,y] = MeshGrid(1:sizex,1:sizey);
fit_m = abs(PeakOD)*(exp(-0.5%(x-cx).2./(sxy"2
figure(1)

subplot(311)

pcolor(image_m)

subplot(312)

pcolor(fit_m)

subplot(313)
bgnd_m=image_m-fit_m;
pcolor(bgnd_m)

var_bg=var(reshape(bgnd_m,length(bgnd_m)"2,1));
% sxy

var_l0=var(reshape(fit_m,length(image_m)"2,1));

SNR=PeakOD/sqrt(var_bg+var_|0)

mean_lO=mean(reshape(image_m,length(image_m)"2,

var_local=(fit_m-mean_10)./2;
delta_x= (PeakOD"2)*((x-cx).*2/(sxy"4))...
*exp(-0.5%( (x-cx).”2 + (y-cy).~2) / (sxy™
J(var_bg + var_local) ;
sigma_xy= sqrt( 3.53 / (sum(sum(delta_x))) );
if sigma_xy>0.3
out_m=[out_m ; out_m(length(out_m),:)];
fprintf(BAD FITI\n');
else
[ex+r_xce-((n_pixels+1)/2)-1 sigma_xy ¢
out_m=[out_m ; cx+r_xce-((n_pixels+1)/2
end;
ii
% pause;
end;

save(outfile_trace,'out_m','“ASCII',-TABS')
xx = out_m(:,1)*0.08889;

yy = out_m(:,3)*0.08889;
delta_r_2=[];

,numberl,/Results_',number2,'_trace.txt');
numberl,/Results_',number2," MSD.txt');
,numberl,/Results_',number2,'_angle.txt');
numberl,/Results_',number2,'_trace_analysis');

umberl,'/Results_',number2,".txt"));

erl,'/00',ii,'.DAT"));
erl,'/0'ii,.DAT"));
erl,'l'i,.DAT'));

_pixels/2),...

)-0.5%(y-cy)."2./(sxy"2)));

1)

2)) ..

y+r_yce-((n_pixels+1)/2)-1 sigma_xy]
)-1 sigma_xy cy+r_yce-((n_pixels+1)/2)-1 sigma_xyl;
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delta_t=0.1;
MSD=[J;
T=[;
t=0;
for jj=1:(length(xx)-1);
for ii=(jj+1):length(xx)
a=xx(ii)-xx(ii-}j);
b=yy(ii)-yy(ii-ij);
dr_2=a"2+b"2;
delta_r_2=[delta_r_2 dr_2];
end
MSD=[MSD sum(delta_r_2)/length(delta_r_2)];
delta_r_2=[];
end;

MSD_sub=MSD(1:(length(MSD)/2));
for jj=1:(length(xx)-2)

mag_A=sqrt((xx(jj+1)-xx(ij))"2+(yy(ii+1)-yy(i) "2);

mag_B=sqrt((xx(j+2)-xx(j+1))"2+(yy(i*+2)-yy(i +1))°2);

angle_v(jj)=acos( ( (xx(jj+1)-xx(ji)*(xx(jj+2) XX(j+1))+...

gyy(Ji+1)-yy(Ji))*(yy(jj+2)-yy(jJ+1)) )/ (mag_ A*mag_B) )/ pi;
end;

[n, xout]=hist(angle_v);
ANGLE=zeros(length(n),2);
ANGLE(:,1)=n;
ANGLE(:,2)=xout;

MSD2=zeros(length(MSD_sub),2);
MSD2(;,2)=MSD_sub(1:length(MSD_sub));

for ii=1:length(MSD_sub);
MSD2(ji,1)=ii*delta_t;
end;

figure(2)

subplot(1,3,1)

plot(xx,yy,-0")

title('Trajectory of the particle');
xlabel('x (um)’)

ylabel('y (um)’)

subplot(1,3,2)
plot(MSD_sub,"-*")

title('MSD vs Time for all steps')
xlabel('time (s)")

ylabel('MSD (um”2)")
subplot(1,3,3)

hist(angle_v);

title('Histogram of angles between each steps')
xlabel(‘angle’)
ylabel('occurance’)

saveas(gcf,outfile_jpg,'jpg’);
save(outfile_MSD,'MSD2',-ASCII',-TABS");
save(outfile_angle,' ANGLE',-ASCII',-TABS");

Gaussian2D.m

%% %%%%6% % %%%%6% % %% %% % % %% %% % % %% %% % % %% %0 % % %% %% % % %% %% % %%
%% %%%%6% % %%%%6% % %% %% % % %% %% % % %% %% % % %% %R0 % %% %% % % % %% %% % %%
%% a function to fit a thermal cloud 2-D

function [cx,cy,sxy,PeakOD,bgnd0] = Gaussian2D(m,to 1);

%% m = image

%% tol = fitting tolerance

options = optimset('Display','off',' TolFun',tol,'La rgeScale’,'off");

[sizey sizex] = size(m);
[cx,cy,sx,sy] = centerofmass(m);
pOD = max(max(m));

mx = m(round(cy),:);

x1D = 1:sizex;

ip1D = [cx,sx,pOD];

fplD = fminunc(@fitgaussian1D,ip1D,options,mx,x1D);

if fp1D(1)<sizex

cx = fp1D(1);
else

CX = 6;
end;
sx = fp1D(2);
PeakOD = fp1D(3);

my = m(:,round(cx))";

y1D = lsizey;

ip1D = [cy,sy,pOD];

fplD = fminunc(@fitgaussian1D,ip1D,options,my,y1D);

if fp1D(1)>sizey
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cy = fp1D(1);

else

cy = 6;
end;
sy = fp1D(2);

PeakOD = fp1D(3);
[X,Y] = meshgrid(1:sizex,1:sizey);

bgnd0=m(1,1);

initpar = [cx,cy,sqrt(sx"2+sy”~2),PeakOD,bgnd0];
%initpar = [6,6,1.8,PeakOD,bgnd0];

fp = fminunc(@fitgaussian2D, initpar,options,m,X,Y);
cx =fp(1);

cy = p(2);

sxy = fp(3);

PeakOD = fp(4);

bgndO=fp(5);

fitgaussianlD.m

%%%% %% % %% % %% % %% %% % %% % %% %% % %% % %% %% % %8690 % % %% % %% % %% % %% %
%%%% %% % %% % %% % %% %% % %% % %% %% % %% % %% %% % %8690 % % %% % %% % %% %% % %
function [z] = fitgaussian1D(p,v,X);

%cx = p(1);

%wx = p(2);

Y%amp = p(3);

zx = p(3)*exp(-0.5*(x-p(1))."2./(p(2)*2)) - v;

z = sum(zx."2);
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