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OZET

Hidroksil sonlandirilmis silisyum (Si-OH) yiizeyinde iyi tammlanmus hiyaliironik asit agili poli(ekzo-7-
oksabisiklo [2.2.1] hept-5-en-2,3-dikarboksilik anhidrit) [poli(EHDA)-HA] fircalar1 yiizeyde baslatilan
halka agilma metatez polimerizasyonu (ROMP) ve tiyol-in klik tepkimesi kombinasyonu ile hazirlandi.
Bu islem birbirini takip eden dort asamada gergeklestirildi: (i) Si-OH yiizeyine (3-aminopropil)
trictoksisilanin kendinden olusan tek tabaka yontemi ile baglanmasi (Si-APTES), (ii) EHDA
monomerinin Si-APTES yiizeyine baglanmasi, (iii) yiizeyde baslatilan ROMP ile poli(EHDA) firgalarin
sentezi ve (iv) tiyolize hiyaliironik asitin (Th-HA) tiyol-in klik tepkimesi ile poli(EHDA) zincirlerine
baglanmasi. POli(EHDA)-HA firgalarn yiizey islanabilirligi, yiizey morfolojisi ve kimyasal bilesimleri
sirastyla temas agis1 Olgtimleri, atomik kuvvet mikroskopi ve X-1s1m fotoelektron spektroskopisi ile
karakterize edildi. Poli(EHDA) firgalarin asilama yogunlugu (o, zincir nm?) ve asilama noktalari
arasindaki ortalama uzaklik (D, nm), [katalizor]/[monomer] oranindan bagimsiz olarak sirastyla 0,50
zincir nm? ve 1,65 nm olarak belirlendi. Bu durum silisyum substrat yiizeyinde yiiksek asilamanin
olustugunu gosterdi. Bununla birlikte, yiliksek hacimli Th-HA molekiillerinin sterik engeller olusturmasi
sebebiyle diisiik mol kiitleli HA molekiilleri poli(EHDA) zincirlerine baglandi. Firgalarin biyouyumlu
ozelligi, (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) (MTT) sitotoksisite testi ile
belirlendi. Poli(EHDA)-HA firgalara 6nce tek iplikli RNA molekiilleri baglandi daha sonra eslenik
DNA probu ile hibridizasyonu yapildi ve yiizey Floresans Spektrumu ve Lazer Taramali Konfokal
Mikroskobu ile incelendi. Sonu¢ olarak, poli(EHDA)-HA fir¢alarinin biyo-uyumlu 6zelligi,
biyomolekiillerin ylizeylerdeki davranisini kontrol etmek igin gelismis biyolojik cihazlar yapmak icin
yararl bir aday olabilir.

Bilim Kodu : 20115

Anahtar Kelimeler  : Ekzo-7-Oksabisiklo[2.2.1] hept-en-2,3-Dikarboksilik Anhidrit,
Yiizeyde Baglatilan Halka A¢ilma Metatez Polimerizasyonu (ROMP),
Tiyol-in Klik tepkimesi, Asilama Yogunlugu, DNA Hibridizasyonu

Sayfa Adedi : 106
Danigsman : Prof. Dr. Tuncer CAYKARA
Ikinci Danisman  : Prof.Dr. Mehmet S. EROGLU



SYNTHESIS OF HYBRID POLYMER BRUSH VIA COMBINATION OF SURFACE-
INITIATED RING-OPENING METATHESIS POLYMERIZATION AND THIOL-ENE
CLICK REACTION AND ITS USE IN DNA HYBRIDIZATION
(Ph. D. Thesis)

Esra ALTAY OZTURK

GAZI UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
December 2020

ABSTRACT

Well-defined  hyaluronated  poly(exo-7-oxabicyclo[2.2.1]hept-5-en-2,3-dicarboxylic ~ anhydride)
[poly(EHDA)-HA] brushes on the hydroxyl terminated silicon (Si-OH) surface were prepared through the
combination of surface-initiated ring-opening metathesis polymerization (ROMP) and thiol-ene click
reaction. This process was realized in successive four steps: (i) formation of self-assembled monolayer of
(3-aminopropyl)triethoxysilane on the Si-OH surface (Si-APTES), (ii) bonding of EHDA monomer to the
Si-APTES surface, (iii) synthesis of poly(EHDA) brushes via surface-initiated ROMP and (iv) coupling of
thiolated hyaluronic acid (Th-HA) to poly(EHDA) chains via thiol-ene click reaction. Surface wettability,
surface morphology and chemical compositions of poly(EHDA)-HA brushes were characterized by
contact angle measurements, atomic force, microscopy and X-ray photoelectron spectroscopy,
respectively. Grafting density (o, chains nm™) and average distance between grafting points (D, nm) of the
poly(EHDA) brushes were measured to be 0,50 chains nm? and 1,65 nm, independent of the
[catalyst]/[monomer] ratios, which indicated that high grafting was created on the silicon substrate.
However, low amounts of HA molecules were bonded to poly(EHDA) chains due to the high volume of
Th-HA chains creating some steric hindrances.The biocompatibility of the brushes was determined by (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (MTT) cytotoxicity test. First, single-
stranded RNA molecules were attached to the poly(EHDA)-HA brushes, then hybridized with conjugated
DNA probe and the surface was examined by Fluorescence Spectrum and Laser Scanning Confocal
Microscope. As a result, the biocompatible property of poly(EHDA)-HA brushes could be useful a
candidate for making advanced biological devices to control the behavior of biomolecules on surfaces.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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XPS X-Isinlar1 Fotoelektron Spektroskopisi



1. GIRIS

Polimer firgalar, genellikle bir kat1 substrat olan bir ara yiize bir zincir ucu ile baglanmis
olan polimer zincirlerinden olusan ultra ince polimer kaplamalardir (Barbey, 2009).
Polimer firgalar ile yapilan yiizey modifikasyon caligmalari, yiizeylerin kimyasal ve
fiziksel ozelliklerini istenilen sekilde degistirebildikleri i¢cin oldukc¢a dikkat c¢ekici hale
gelmistir ve yilizey ve arayiiz miithendisliginde biiyiik ilerlemelere yol agmistir (Zoppe,
2017). Yiizeylerin anlasilmasi ve kontrol edilebilmesi optik ve elektronik malzemelerden
(Braun, 2009; Ishii,1999), enerji depolamave iiretimine (Bredas, 2009; Rolison, 2009),
algilama ve biyosensor yapimina (Anker, 2008; Marx, 2003;), numune saflastrilmasi ve
analizine (Hennion, 1999; Svec, 1996), hiicre kiiltiiri ve doku rejenerasyonuna (Cole,
2009; Stevens, 2005), antibateriyel kaplamalara (Schierholz, 2001; Van Loosdrecht, 1990),
kompozitlere (George, 2001; Judeinstein, 1996), katalistlere (Somorjai, 2006; Woll, 2007),
gida endiistrisine ve su aritmasina (Guzey, 2006) kadar c¢ok cesitili uygulamalar igin

anahtar rol oynamaistir.

Polimer fir¢alarin, mikro ve nanometre dlgeginde Uretilerek, kati ve molekiiler seviyede
kontrol edilebilir bir fizikokimyasal oOzellige sahip olmasi, malzeme bilimi ve
miihendisliginin mikro ve nanoteknoloji alanlarinda 6nemli bir ilgi gérmesini saglamistir

(Stuart, 2010).

Polimer fir¢alar elde etmek igin serbest-radikal polimerizasyonu (Hyun, 2001), atom
transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) (Jones, 2002) ve halka acgilma metatez
polimerizasyonu (ROMP), (Liu, 2003; Weck, 1999) gibi yiizeyde baslatilan
polimerizasyon yontemleri kullanilmistir. Bu polimerizasyon yontemleri arasinda ROMP
ozellikle ilgi ¢ekicidir, ¢linkii norbornenler ve sikloostenler gibi halka gerginligine sahip
monomerlerden tiiretilen, fonksiyonel grup iceren polimer fir¢alarin elde edildigi uygun ve

verimli sentetik bir yontemdir (Ivin, 1997; Trnka, 2001).

Yiizeyde olusturulan polimer fircalar ile biyomolekiillerin bu yiizeylere immobilize
edilmesi ¢aligmalari olduk¢a 6nemlidir. Biyomolekiillerin yilizeylerdeki davranisini kontrol
edebilen gelismis biyolojik aygitlar, biyolojik olarak birgok problemin ¢oziimlerini

aciklamak i¢in umut verici araglardir ve tibbi cihazlar ve teknolojiler agisindan 6zellikle



ilgi cekicidir. Biyomolekiillerin 6zellikle DNA ve proteinlerin yiizeylere baglanmasi bir
biyoaygitin yapilabilmesi i¢in 6nemli arastirma alani olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hook,

2009).

Son yillarda, nitroksit aracili polimerizasyon (NMP) (Andruzzi, 2005; Cimen, 2012;
Cimen, 2013; Kobayaski, 2006; Matsuno, 2004; Zhao, 2006;), atom transferi radikal
polimer polimerizasyonu (ATRP) (Demirci, 2010; Ejaz, 1998; Huang, 1997;
Matyjaszwski, 1999; Turan, 2010), katilma-ayrilma zinciri transfer (RAFT)
polimerizasyonu (Baum, 2002; Chen, 2006; Demirci, 2012; Giirbiiz, 2011; Yu, 2004,
Zhai, 2004) ve halka agilma metatez polimerizasyonu (ROMP) (Juang, 2001; Kim, 2000;
Moon, 2002) gibi polimerizasyon yontemleri ¢ok yonlilik ve fonksiyonel grup
uyumlulugu saglamak icin kullanilmaktadir. Bu polimerizasyon yontemleri arasinda,
yiizeye baglatilan ROMP, halkasal olefinlerden polimer fir¢alar iiretmek i¢in metatez
katalizorlerinin varliginda gergeklestirilir ve polimerizasyon sirasinda korunan iki ¢ift bag
nedeniyle diger polimerizasyon yontemlerinden farklilik gosterir. ROMP'nin yiiksek
sicaklik gerektirmez ve ortam sicakliginda minimum yan tepkimeler olur. Ayrica, kati bir
substrat yiizeyinde polimer zincirlerinin ucundaki ¢ift baglar tiyol-en-klik tepkimesi ile
tiyol molekiillerinin birlestirilmesiyle polimer-biyopolimer konjugasyonlari yapilabilir.
Yiizeyde bagslatilan ROMP vasitasiyla polimer fircalart sentezlemeye yonelik ilk
girisimlerden biri, 2000 yilinda Whitesides ve arkadaslar1 (Whitesides, 2000) tarafindan
rapor edildi ve katalitik bolgeler tasiyan silisyum substrat norbornen uglu triklorosilan
SAM'lartyla olusturuldu. Grubbs-tipi ROMP katalizorii varliginda silisyum substrat
kontrollii polimerizasyon kosullar1 altinda yiliksek film kalinliga sahip polimer fircalar
olusturmak i¢in bir norbornen monomer ¢ozeltisine yerlestirildi. Bu polimer fircalarin
farkli bir monomer ¢dzeltisine tabi tutulmasi, diblock kopolimer fircalarin olusmasini
sagladi. Grubbs ve arkadaslar1 da (Juang, 2001) monomer olarak norbornen kullanarak
silisyum yiizeyinde polimer fir¢alar sentezlemek i¢in benzer bir yaklasim uygulamistir.
Moon ve Swager (Moon, 2002), norbornen igeren bir p-fenil etiletilen makromonomeri
kullanarak silisyum substrat yiizeyinde poli(p-fenil etiletilen) fir¢alar1 sentezleyerek
ylzeyde baglatilan ROMP c¢alismalarina 6ncii katkilarda bulunmuglardir. ROMP, diger
yasayan polimerizasyon yontemlerine kiyasla ¢ift bag fonksiyonelliklerine toleranslidir ve
zincir boyunca fonksiyonel polimerlerin olusumuna izin verir. Monomer kat1 substrat
yiizeyine oksijen atomu vasitasiyla baglanirsa, monomerdeki iki ¢ift bag serbesttir ve

polimer zincirleri yiizeyde baslatilan ROMP’la bir yonde biiyiir ve dogrusal konjuge



polimer firgalar olusur. Bu durumda polimer zincirlerindeki ¢ift baglar ¢esitli fonksiyonel
gruplarin veya biyomolekiillerin baglanmasma da izin verilebilir. Bu nedenle bu
calismada poli(ekzo-7-oksabisiklo [2.2.1] hept-5en-2,3-dikarboksilik anhidrit) [poli
(EHDA)] firgalari, yiizeyde baslatilan ROMP ile sentezlendi ve daha sonra bunlara tiyol-
en klik tepkimesi ile hiyaliironik asit (HA) molekiilleri baglandi. Bu, ilk olarak
biyofonksiyonel polimer fir¢alarin yiizeyde baslatilan ROMP ve tiyol-en klik tepkimesi
kombinasyonu ile sentezlenmesi ¢alismasidir. HA, B1.3-1.4 glikozid baglari ile birbirine
baglanan N-asetil-glukoz amin ve D-glukronik asit zincirlerinden olusur ve hiicreler igin
onemli bir polisakarittir ve hiicrelerdeki ¢evrenin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynar
(Tokita, 1995). HA viicut igerisinde hiicre ¢ogalmasina ve gogiline katkida bulunur ve
ayrica timor hiicrelerinin biiylimesinde rol oynayabilir. HA, tiimoér hiicrelerinde
gereginden fazla lireyen hiicre yiizeyindeki CCD44 reseptdriine segici olarak baglanabilir.
Ayrica, homojen HA kapli yilizeyler gelismis biyouyumluluk saglar ve kanser terapisinde
aktif hedefleme i¢in yiiksek potansiyele sahip olabilir. Yiizeyde fonksiyonel gruplar arasi
tepkimeler ile hazirlanan HA kapl yiizeylerle (Li, 2018; Xue, 2017) ilgili ¢aligmalar
olmasina ragmen, yiizeyde baslatilmis ROMP ve tiyol-en klik tepkimesi kombinasyonu

ile HA kapl1 yiizeylerin hazirlanmasina iliskin bir ¢caligma literatiirde bulunmamaktadir.

Bu caligmada, hidroksil sonlandirilmis silisyum (Si-OH) ylizeyinde i1yi tanimlanmis
hiyaliironik asit agili poli(ekzo-7-oksabisiklo [2.2.1] hept-5-en-2,3-dikarboksilik anhidrit)
[poli(EHDA)-HA] firgalar1 yiizeyde baslatilan halka agilma metatez polimerizasyonu
(ROMP) ve tiyol-in klik tepkimesi kombinasyonu ile hazirlandi. Daha sonra diisiik mol
kiitleli tiyolize hiyaliironik asit (Th-HA) molekiilleri tiyol-in klik tepkimesi ile poli(EHDA)
zincirlerine baglandi. Firgalarin biyouyumlu o6zelligi, (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolyum bromiir) (MTT) sitotoksisite testi ile belirlendi. Poli(EHDA)-HA
firgalara once tek iplikli RNA molekiilleri bagland1 daha sonra eslenik DNA probu ile
hibridizasyonu yapildi ve ylizey Floresans Spektrumu ve Lazer Taramali Konfokal
Mikroskobu ile incelendi. Sonug¢ olarak, poli(EHDA)-HA firgalarinin biyo-uyumlu
ozelligi, biyomolekiillerin yiizeylerdeki davranisini kontrol etmek icin gelismis biyolojik

cihazlar yapmak i¢in yararli bir aday olabilir.






2. KURAMSAL BILGILER

2.1. Polimer Fircalar

Polimer firgalar; yiizeylere kovalent olarak tutturulmus polimer zincirlerinin olusturdugu
ince filmleridir (Sekil 2.1). Yeni karakterizasyon tekniklerinin gelisimi ile polimer
firgalarin benzersiz Ozelliklerinin daha iyi anlasilmasi saglanmistir. Polimer firgalar,
yiizey islevsellikleri ve morfolojilerinin kontrol edilmesi sayesinde hiicre tutunmasi,
protein adsorpsiyonu, metal yiizeylerin kaplanmasi, sensorler ve yiizey islanabilirliklerinin

ayarlanmasi gibi ¢ok ¢esitli uygulamalar i¢in umut veren malzemelerdir.

Sekil 2.1. Polimer firgalarin sematik gosterimi : (a) Kiiresel partikiiller iizerinde polimer
firgalar, (b) Yiizey (altin, cam, silisyum, mika vb.) tizerinde polimer firgalar
(Matyjaszwski, 1999)

Polimer firgalar fiziksel adsorpsiyon veya kovalent baglanma yontemiyle kati ylizeylere
tutturulur (Sekil 2.2). Fiziksel adsorpsiyon yonteminde polimer zincirleri yiizeye Van der
Waals etkilesimleri ile adsorplandigindan 1si1l ve ¢oziicii etkisiyle yiizeyden kolayca
ayrilabilirler (Ayres, 2010). Kovalent baglanma yonteminde ise polimer zincirleri yiizeye
kovalent bagli oldugundan 1s1l ve ¢oziicli etkisine dayaniklidir. Genel olarak kovalent
baglanma yonteminde polimer zincirleri ylizeye ya "yiizeye asilama" (grafting to) ya da

"yiizeyde asilama" (grafting from) yontemleri ile baglanir (Li, 2014).
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Sekil 2.2. Polimer fir¢a hazirlama yontemlerinin sematik gosterimi (Li, 2014)

Yiizeye asilama yontemi: Daha 6nce sentezlenen fonksiyonel u¢ gruplu polimerler yiizeye

kondenzasyon tepkimesi ile kimyasal baglanir. Bu yontemde polimer zincirlerinin sterik

etkisi sebebiyle baglanma yogunlugu diisiiktiir.

Yiizeye asilama yontemiyle altin, cam, silisyum, mika gibi malzemelerin yiizeylerinin

fonksiyonlagtirilmasi saglanir. Ostaci ve arkadaslari klik kimyasi yontemini kullanarak

silisyum yiizeyini ~20 000 g/mol mol kiitlesine sahip polistiren (PS), poli(etilen oksit)
(PEO) and poli(metilmetakrilat) (PMMA) polimerleri ile kaplamiglardir (Ostaci, 2008)

(Sekil 2.3). Bu ii¢ polimerin asilanmasi ile yiizeye asilama yaklagiminin ¢ok yonliiligiini

gosteren Ozel firgalar olusturulmustur.
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Sekil 2.3. Polimer fircalarin klik kimyas1 yontemiyle "Pasifize" silisyum ylizeylere agilama
yonteminin sematik gosterimi (Ostaci, 2008)

Polimer firgalarin kimyasal mikrosensorler olarak da kullanilabilmesi i¢in g¢aligmalar
yapilmaktadir. Yang ve c¢alisma arkadaslar1 kimyasal mikrosensér yapma amaciyla polimer

zincirleriyle kat1 ylizeyinde ince bir film olusturmuslardir (Sekil 2.4).

X x X X Yy
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Olksitlenmis yiizey Fonksiyonlastrhms viizey Kovalent Baglanma

Sekil 2.4. Kat1 yiizeye ve polimer zincirlerinin kovalent baglanmasinin sematik gosterimi
(Yang, 1998)

Polimerlerin silan ara baglayici vasitasiyla ylizeye kovalent baglanmasiyla olusturulan ince
filmler yiiksek homojenlige, kararliliga ve makul tekrarlanabilirlige sahiptir. Bu tiir
polimer fir¢alardan kararli, homojen ve ¢ok hassas ince film sensdrler iiretilmistir (Yang,

1998).



Yiizeyde asilama yontemi

Yiizeyde asilama yoOnteminde Once baslaticilar ylizeye kovalent baglanir daha sonra
yiizeyde baslatilan polimerizasyon yontemlerinden birisi kullanilarak polimer firgalar

sentezlenir (Sekil 2.5) ( Zhao, 2000).
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Sekil 2.5. Yiizeyde asilama yonteminde yiizeye baglaticinin kovalent baglanmasi ve
polimer firgalarin olusturulmasinin sematik gosterimi (Ayres, 2010)

2.2. Halka A¢ilma Metatez Polimerizasyonu (ROMP)

2.2.1. ROMP mekanizmasi

Metatez polimerizasyonu ile ilgili ¢alismalar 1950 yilinda baglamakla birlikte, bu yontem
1970’11 wyillarin sonlarinda siklopentenin halka-acilma metatez polimerizasyonunun

gergceklesmesiyle ticari amagli liretimde uygulanmaya baslamstir.

Halka agilma metatez polimerizasyonu (ROMP), halkasal olefin karisiminin polimerik
materyallere doniistiiriildiigii bir zincir polimerizasyon islemidir. Sekil 2.6” da halka agilma
metatez polimerizasyonunun sematik gosterimi verilmistir (Baughman, 2005; Wagener,
1991).

Sekil 2.6. ROMP’un genel gosterimi



ROMP’a ornek olarak Sekil 2.7°de siklopentenin polimerizasyon mekanizmasi
gosterilmistir. (A) Polimerizasyonu baglatmak icin karbon ¢ift bagina baglanmis tungusten
veya molibden gibi metaller kullanilir. (B) Katalizor ve siklopenten etkilesir ve bir ucunda
karbon-karbon ¢ift bagi, diger ucunda karbon-metal ¢ift bagi bulunan bir molekiil olusur.
(C) lleri basamaklarda olusan karbon-metal ¢ift bagi diger monomer molekiilleriyle ayni
sekilde etkileserek zinciri biiyiitiir. ROMP i¢in kullanilan norbornen, siklopentenin halka-
acilma metatez polimerlestirme basamaklarini gerceklestirerek polinorbornene doniisiir.
Endo-disiklopentadienin polimerizasyonunda ise ana zincir ile birlikte yan grubunda gift
bag bulunan poli(endo-disiklopentadien) polimeri sentezlenir. ROMP’un mekanizmasi
essiz bir metal aracili karbon-karbon ¢ift bag degisim islemi olan olefin metatezine
dayanir. Bu metatez polimerizasyonundaki en onemli 6zellik doymamisligin polimere
dontistiiriildiiginde de  korunmasidir. Bodylece ROMP tipik olefin  katilima
polimerizasyonlardan ayrilir. (Ornegin; etilen-polietilen) ROMP icin genel mekanizma
Sekil 2.7° de gosterilen Chauvin ‘in ilk Onerisine dayanmaktadir (Calderon, 1972).
Baslama basamagi halkasal olefin ile gegis metali alkiliden kompleksinin koordinasyon
yapmastyla ile baslar. Daha sonra biiyliyen polimer zincirinin baglangicini etkili bir sekilde
meydana getiren dort liyeli ara metalsiklobiitan [2+2] siklo yapist meydana gelir. Bu ara
molekiil yeni metal alkiliden olusturmak i¢in siklorevizyon tepkimesine ugramaktadir.
Ortaya ¢ikan kompleks boyutu biiyiimesine ragmen (monomerlerin birlesmesinden dolay1),
M, molibden veya Tungusten gibi bir ge¢is metalini gosterir, baslaticinin halkasal
olefinlere kars1 aktifligi ile ayni aktiviteye sahiptir. Bdylece benzer tepkimeler biiyiime
basamaginda polimerizasyon sonuna kadar tekrar eder. Yani, tim monomerlerin
tikenmesiyle tepkime dengeye ulasir veya tepkime sonlandirilarak polimerizasyon

tamamlanir.
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Sekil 2.7. Siklopentenin ROMP basamaklari

Yasayan ROMP tepkimeleri genel olarak 6zel reaktiflerin disaridan tepkime ortamina
eklenmesiyle sonlandirilir (Sekil 2.8). Bu reaktifin fonksiyonu; biiyiiyen zincirin sonundaki

gecis metalini kaldirmas1 ve metalin yerine bilinen bir fonksiyonel grubun ge¢cmesidir.
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Sekil 2.8. Tipik bir ROMP tepkimesi mekanizmasi

Metal-aracili ROMP tepkimeleriyle ilgili ii¢ énemli nicelik vardir. ilk olarak, biiyiiyen
polimer zincirlerindeki yayilan metal merkezleri, ya metalosiklobiitan ya da metal alkilidin
formunda yer alir. Bu fark tepkime kosullarindan ziyade gecis metallerine ve onlarla
iligkili ligantlara baghdir. Ikinci olarak ROMP tepkimeleri de ¢ogu olefin metatez
tepkimeleri gibi genellikle geri donlisiimli tepkimelerdir. Bu sebeple Sekil 2.8’de
gosterilen temel mekanizmadaki gibi ters yonlii de devam edebilir. Ugiincii olarak, ¢ogu
ROMP tepkimeleri geri doniisiimlii olmasina ragmen, tepkimeler denge kontrolliidiir ve
denge pozisyonlar1 (monomer-polimer) polimerizasyonun termodinamigi gdz Oniine
almarak tahmin edilebilir. ROMP tepkimeleri diger halka agilma polimerizasyonlar1 gibi
halkasal olefinlerin halka gerginligine bagli olarak monomerden polimere doniisiimii
saglar. ROMP’da kullanilan monomerler belli bir gerginlik derecesine sahip (>20,9 kJ mol
1) halkasal olefinlerdir. Bu olefinlere 6rnek olarak; siklobiiten, siklopenten, cis-Siklookten
ve norbornen verilebilir (Benson, 1969). Olefinlerin iginde siklohekzen Onemli bir
istisnadir. Siklohekzen diisiik halka gerginligine sahip oldugu icin bu halkasal olefin
ROMP kullanilarak polimerlestirildiginde ¢ok az entalpik itici giice sahip olur. ROMP i¢in
halkasal olefinlere iyi bir 6rnek norbornenler verilebilir. Norbornen bilesiklerinin popiiler
olmasinin sebebi, Diels-Alder tepkimeleri ile kolaylikla elde edilebilme o6zellikleridir.
Ayrica, ROMP tepkimelerinde sicaklik ve derisim giiclii bir etkiye sahiptir. Genellikle,

basarili ROMP tepkimeleri i¢in en uygun kosullar miimkiin olan en diisiik sicaklik en
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yiiksek monomer derisimidir. Sekil 2.8’de gosterilen genel ROMP mekanizmasia ek
olarak (ve depolimerizasyon mekanizmastyla ilgili) yukarida belirtilen denge, molekiiller
aras1 zincir transferi ve molekiil i¢i zincir transfer tepkimelerini (“geri-isirma” (backbiting)
diye de adlandirilir) igeren diger metatez yollar ile de kurulabilir. Bu ikincil metatez

tepkimelerinin 6rnekleri Sekil 2.9” da gosterilmistir.

Molekiiller arasi zincir transferi:

coklu

urunler
;—': “—-" “-—*‘ u m LM =ML,

ntm+3

Molekiil i¢i zincir transferi:

NS, mwv/:MLn +

polimer
zinciri

Sekil 2.9. ROMP tepkimelerinde ikincil metatez (molekiiller arasi zincir transfer ve
molekiil i¢i zincir transfer) tepkimelerin 6rnekleri

Molekiiller arasi zincir transferi tepkimesinde son grubunda aktif metal alkiliden iceren bir
polimer zinciri ayni tepkime kabinda bulunan farkli bir polimer zincirinin herhangi bir
olefin grubu ile tepkime verebilir. Toplam polimer zincir sayis1 bu tepkimede ayni1 kalsa da
polimerlerin mol kiitlesi buna gore diisecek veya yiikselecektir. Bir “molekiil i¢i zincir
transfer-geri-isirma” tepkimesinde polimer zincirinin aktif u¢ grubu halkasal tiirler ve
azalmis mol kiitleli polimer zincirini serbest birakmak i¢in kendisiyle tepkime verir. Bu
zincir transfer tepkimeleri sistemin mol kiitlesi dagilimini (ya da polidispersitesini) etkili

bir sekilde genisletir.

ROMP gibi denge kontrollii polimerizasyonlarin diger bir sonucu halkasal oligomer
olusturma egilimleridir. Jacobson-Stockmayer halka-zincir denge kuramina gore; halkasal

oligomer olusumu her zaman yiiksek mol Kkiitleli polimerin olusumuna eslik eder
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(Bielawski, 2007; Jacobson, 1950). Mevcut halkasal tiirlerin toplam miktar1 ¢6ziicii,
polimer yapisinin cis/trans orani, monomerin halka gerginligi, tepkime siiresi ve derigim
gibi parametrelere baglidir. Halkasal tiirlerin olusumunda yukarida belirtilen kritik

degerlere bagliliklari ile yliksek sicaklik ve diisiik derisim tercih edilir.

2.2.2. ROMP Kkatalizorler

ROMP’daki gelismeler; olefin metatezi i¢in uygun fonksiyonel grup toleransli, iyi
tanimlanmis katalizorlerin gelistirilmesi ¢ok sayidaki arastirmacinin biiylik ¢abasina
atfedilebilir. Ilk katalizor sistemleri genellikle hava ve neme kars1 asir1 hassas, karakterize
edilmesi zor, sistematik olarak ¢aligmasi ve en iyi sekilde kullanimi neredeyse imkansiz
olan heterojen karigimlardir. Olefin metatezinin tam verim ile kullanima ulagmasi i¢in iyi
tanimlanmis yapidaki katalizorlerin gerekli oldugu hemen anlasilmis ve iizerinde
caligmalar yapilmistir (Gold, 1958). Diger olefin metatezi katalizorlerine kiyasla Grubbs’
katalizorleri alkendeki diger fonksiyonel gruplari tolere ettiginden, havaya karsi dayanikli
oldugundan ve genis yelpazedeki ¢6ziiciilerle uyumlu oldugundan ozellikle tercih edilir
(Trnka, 2001; Vougioukalakis, 2010). Bu katalizérlere onlart ilk sentezleyen kimyager
olan Robert H. Grubbs’in ismi verilmistir. Sekil 2.10” da gesitli Grubbs katalizérleri de

dahil olmak iizere Rutenyum esasl katalizorler gosterilmektedir.

Sekil 2.11°de ise Chauvin, Grubbs ve Schrock’un halka a¢ilma metatez polimerizasyonu
icin gelistirdikleri ¢esitli “Schrock katalizorleri” gosterilmektedir. Yves Chauvin, Robert
H. Grubbs ve Richard R. Schrock bugiine kadar yiiksek etkili ve secici olan bir ¢ok
katalizor buluslarindan dolay1 2005 yilinda Nobel Odiilii almaya layik gériilmiislerdir (The
Nobel Prize in Chemistry, 2005).
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Sekil 2.10. Olefin ROMP’da kullanilan ¢esitli Rutenyum esasl katalizorler

Sekil 2.11. Cesitli Molibden esasli Schrock katalizorleri

2.2.3. ROMP ile polimer firca sentezi

ROMP yontemi ile kati1 ylizeylerde polimer fircalar sentezlenmektedir. Madkour ve
arkadaslar1 Grubbs'un {icilincii nesil katalizoriinii kullanarak ROMP ile elde edilen polimer

zincirlerini sonlandirmak i¢in kullanilabilecek iki yeni alil bazli sonlandirma ajani

sunmuslardir (Sekil 2.12-14).
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Sekil 2.12. Sonlandirict ajan molekiilleri 1 ve 2'nin sentezi (Madkour,2010)
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Sekil 2.13. Sonlandirma ajanlart 1 (pentafloroalkil ester) ve 2 (pentafloroalileter) ile

yasayan ROMP polimerlerinin
(Madkour,2010)

son gruplarmin fonksiyonlastiriimasi
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Sekil 2.14. Polimer 3 ve 4’lin polimer-analog tepkimeleri ve
fonksiyonlagtirilmas1 (Madkour,2010)
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Sekil 2.15. Yiizey fonksiyonlastirma basamaklari (Madkour,2010)

Her iki sonlandirma ajani kolaylikla sentezlenebilir ve zincir ucunda kararli, aktif ester

gruplarina sahip ROMP polimerleri elde edilebilir (Sekil 2.15). Bu fonksiyonel u¢ grup

iceren ROMP polimerleri 6zellikle biyomedikal alanda gelismis polimerik malzemeler i¢in

cekici yapi taslaridir. Bu u¢ gruplar kullanarak boya etiketleme ve aktif polimerlerin

ylizeye baglanmasiyla antimikrobiyal etki gosterdigi calismada vardir (Madkour,2010).
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Sekil 2.16. Yiizey modifikasyon siireci ( Juang, 2001)

Agnes Juang ve arkadaglar1 kristalin Si(111) yiizeyi {izerine tek diizen biiyiiyen kovalent
bagl polimerler sentezlemislerdir. Bunun i¢in 6nce H-sonlu silisyum ytizeyi klorlanip daha
sonra Gringnard tepkimelerinde kullanilan reaktif ile olefein ve klor yer degistirmistir.
ROMP Kkatalizorii olan Rutenyum olefein sonlu ylizey, monomer ¢ozeltileri igerisine
konularak polimer fir¢alar sentezlenmistir. Bu yontem silisyum ve polimer arasinda yiizeyi
bozabilecek oksit tabakasinin olusmasimi engellemistir. Ayrica polimer zincirinin
bliylimesi ¢ozelti ortaminda bulunan monomerin derisiminin degistirilmesiyle kontrol
edilmistir. 0,9 nm ve 5500 nm arasinda polimer film kalinlig1 elde etmek i¢in 0,01-2,44 M

aras1 norbornen ¢ozeltisi kullanilmistir ( Juang, 2001).

2.3. Tiyol-en Klik Kimyasi

Tiyol-en tepkimesi son on yilda monomer ve polimer sentezi ve ylizey modifikasyonlari

icin bircok uygulamalarda kullanilmigtir. Tiyol-en tepkimesi termodinamik 6zellikleri, ¢ok
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cesitli reaktiflerinin olmasi, ¢oziiciilere karst uyumlu olmasi, oksijene ve suya dayanikli
olmasi, 1limh kosullar, bolgesel secicilik gibi 6zelliklerinden ve tek basamakta
gerceklesmesi sebebiyle ‘klik’ tepkimesi olarak adlandirilmistir (Desmet, 2017). Bu
ozelliklerinden dolayr Tiyol-en kimyasi, yiiksek performansli polimerlerin sentezinden,

optik, biyomedikal ve modifikasyon uygulamalar1 gibi genis bir uygulama alanina sahiptir
(Yu, 2013).

Tiyol-en klik tepkimesinin;

I. elektron bakimindan zengin/fakir bir karbon-karbon ¢ift bagma tiyoliin radikalik
katilmasi,
ii. elektron eksikligi olan bir karbon-karbon ¢ift bagina tiyoliin Michael katilmasi olmak

tizere iki tipi vardir.

Michael katilma tepkimesinde C, N, O ve S atomlar1 igeren niikleofiller ile a,f-doymamis
keton, nitril, nitro ve ester bilesikleri gibi aktif olefin veya alkin gruplar1 arasinda konjuge
katilmalar olur. Li ve arkadaslar farkli tiyol bilesiklerinin bazi metakrilatlarin dimerleri ve
oligomerleri ile tepkimesi i¢in birincil, ii¢linciil aminler ve fosfinler gibi farkli katalizorleri
kullanarak tiyol esasli Michael katilma tepkimesi gergeklestirmislerdir. Sekil 2.17’da

kullandiklar1 kimyasallar sematik olarak gosterilmistir ( Li, 2010).
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Sekil 2.17. Tiyol-en klik Michael katilma reaksiyonu i¢in kullanlan tiyollerin, katalistlerin
sematik gosterimi (Li, 2010)
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Bir diger calismada, Cesana ve calisma arkadaslari. tiyol ile korunmus bir oksazolin
monomerinin, yani 2-[2-(4-metoksibenzilstilfanil)etil]-2-0ksazolinin, kontrollii halka agilma
metatez kopolimerizasyonu ile kopolimer sentezini gerceklestirmislerdir. Kantitatif
korumanin kaldirilmasindan sonra anisol ve tri-fliioroasetik asit karisiminda serbest tiyol
gruplari yan zincir biiyiimesi ile kopolimerleri olusumu i¢in N-fenilasrilamit benzilmaleimit
ile tepkimeye sokulmustur. Ayrica yeni as1 kopolimerler elde etmek i¢in akrilik ve maleimit

a-fonksiyonel poli (2-metil-2-oksazolin) sentezlemislerdir (Sekil 2.18).

0 O

0
| N. o.
R AR YR QN-R
ol R =Ph, CH:Ph, (CH:)COOPQMEOx)w

Sekil 2.18. Tiyol-Michael tepkimesi ile yan zinciri modifiye edilmis poli(2-oksazolin)’lerin
sentezi (Cesana,2007)

Radikalik tiyol-en tepkimeler fotokimyasal ya da 1s1l etki ile yapilir. Tepkime mekanizmasi
zincir transferinin baslama, biiyiime ve sonlanma basamaklarindan olusmaktadir (Sekil
2.19). Once 1s1 veya 11k etkisi ile S-H baginm kirilmasi ve tiyil radikalinin olusmasiyla
tepkime baglar. Biiylime basamaginda tiyil radikalinin C=C bagina katilmasi ile olusan
karbon merkezli radikale ikinci bir tiyoliin eklenmesi ve tiyol-en {iriinii olusturana kadar
anti-Markovnikov yonlendirmeyle zincir transferi devam eder. Sonlanma basamaginda ise

karsilikli radikal-radikal birlesmesi olur ( Lowe, 2010).
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Sekil 2.19. Radikal tiyol-en tepkime mekanizmasinin sematik gosterimi (Lowe, 2010)

Radikalik tiyol-en yontemi polimerizasyon yontemleriyle birlikte kullanilarak fonkiyonel
uclu polimerler sentezlenmektedir. Bu kapsamda Goldmann ve arkadaglari hem tiyol-en
hem de alkin-azid "klik" tepkimelerini kullanarak mikron boyutunda polidivinilbenzen
(PDVB) partikiillerinin yiizey modifikasyonunu gerceklestirmislerdir. Sekil 2.20” de RAFT
polimerizasyonu ile sentezlenmis S-H uclu poli(N-izopropilakrilamit)'in PDVB mikro-
kiirelerinin ylizeyinde bulunan vinil gruplarina 70 °C’da ve AIBN' nin varliginda

agillanmasiyla PNIPAm45-PDVB nanopargaciklari sentezi gosterilmistir (Goldmann,
2009).

| ¢ X g
AIBN.70°C
A\ N+ WA SH VANANSS SI‘NM
48 sa, MeCN
ff‘f s s

Sekil 2.20. PDVB nanopartikiillerinin radikalik tiyol-en yontemi yiizey modifikasyonunun
genel gosterimi (Goldmann, 2009)
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Tiyol-en klik tepkimelerinin hem radikalik hem de baz/niikleofilik formlarinin
makromolekiillerin sentezi i¢in uygun bir konjugasyon aract oldugu soylenebilir. Gelismis
polimer malzeme sentezinde bu yontemden yararlanmaya yonelik arastirmalarin halen
baslangi¢ asamasinda oldugu g6z Oniine alindiginda, ger¢ek potansiyelinin heniiz

gerceklesmemis olmas1 muhtemeldir (Lowe, 2010).

2.4. Nanolitografi

Mikro ve nanometre dl¢eklerde katilar tizerine, molekiiler diizeyde kontrol edilebilir bir
fiziko-kimyasal 6zellikle polimer fir¢a sentezi, mikro ve nanoteknoloji, malzeme bilimi ve
miithendislik gibi alanlarin odagi haline gelmistir. Yiizeyde baslatilan polimerizasyondaki
son gelismelerle birlikte 1smmlama (foto-girisim litografisi, elektron 1s1m1 litografisi),
mekanik temas (tarama problu litografi, yumusak litografi, nanobaskilama litografi) ve
yiizey kuvvetlerine (kilcal kuvvetli litografi, kolloidal litografi, Langmuir-Blodgett
litografi) dayali olarak tiim uzunluk o6lceklerinde desenli polimer fircalari olusturmak

miimkiindiir (Chen, 2012).

2.4.1. Atomik kuvvet mikroskopu (AFM) ve nanolitografi

Temas modunda kuvvet; yay sabiti ve konsolun Hooke kanununa gore yer degistirmesiyle
hesaplanabilir. Tipin yerinin degismesi tipik olarak tipin arkasindan bir konuma duyarli
fotodiyot detektoriine bir lazer 1sinmin saptirilmasiyla olgiiliir. Sinyal bir geri besleme
dongiisii araciligiyla kuvvet sabit bir ayarda tutularak, eksenel dogrultu boyunca uzanan
veya geri ¢ekilen bir piezoelektrik kademeyi kontrol etmek icin kullanilir. Tapping
modunda, tip kendi rezonans frekansinin yakininda siiriiliir. U¢ ve ylizey arasindaki
etkilesim kuvvetlerine bagli olarak salimm kaymasi genligi ve faz frekansindaki
degisimleri hesaplar. Ug¢ ve yiizey arasindaki etkilesimin tipine bagli olarak AFM,
topografya, siirtiinme, ylik dagilimi, is fonksiyonu, yerel manyetik alan, elektronik
dondiirmeler ve 1sil iletkenlik gibi materyallerin bir dizi fiziksel o6zelliklerini
goriintiileyebilir. Kenar kuvvet mikroskopisi (LFM), elektrostatik kuvvet mikroskopisi
(EFM) (Butt, 1991), Kelvin sonda kuvvet mikroskopisi (KPFM) (Nonnenmacher, 1991)
manyetik kuvvet mikroskopisi (MFM) (Rugar, 1990) manyetik rezonans kuvvet
mikroskopisi (MRFM) ve taramali termal mikroskopi (SThM) (Majumdar, 1999) gibi
AFM’nin birgok ¢esidi bulunmaktadir.
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Sekil 2.21. AFM’nin sematik gosterimi (Rosa,2009)

AFM giiniimiizde, goriintiileme araci olarak, 6zellikle nanometre 6lgeginde, malzemenin
dogrudan agiklanmasinin 6tesine gegmistir (Hu, 1998). AFM'yi litografik bir arag olarak
kullanmak i¢in bir¢cok basarili girisim vardir. Boylece secilen ylizeylerde ultra yiiksek
¢Oziiniirliklii yiizey iretimi i¢in bir yol saglanmistir. AFM nanolitografi, nano-izdiisim ve
dip-pen nanolitografisi {izerine yayinlanan ilk makalelerden basta ozellikle 1997'de Xu
(Xu, 1997) tarafindan yayinlanan “es zamanli olarak nanokiirecilik ve molekiilerin
kendiliginden yonlenmesi ile nanometre 6lgeginde iiretim” ve 1999'da Dip Piner (Piner,
1999) tarafindan yayinlanan "Dip-pen nanolitografi" uygulanarak on yil i¢inde 850'yi agkin
makaleye yol agarak olduk¢a popiiler oldugunu kanmitlanmistir. Bu siire i¢inde, birkag
nanometreden yiiz nanometreye kadar degisen Ozelliklere sahip nanoyapilarin liretimi ve
kiiclik organik molekiiller, polimerler, nanopartikiiller, biiylik biyomolekiiller ve inorganik
malzemeler gibi metallerin veya yalitkan yiizeylerde ¢esitli maddelerin biriktirilmesi i¢in

AFM nanolitografi gelistirilmistir.

AFM nanolitografisi, bir substratin nano-Ol¢ekteki bir bdolgesinde bir AFM ucuyla
dogrudan yazma teknigi olarak da kullanilabilir. AFM nanolitografisi, nanofabrikasyon
yetenekleri nedeniyle, molekiiler elektronikler, biyomolekiiler diziler, biyosensorler ve
yumusak organik yapida gelistirilmis uygulamalara sahip c¢esitli ortam kosullarinda
gergeklestirilebilen bir yontemdir, ayrica burada ortam suyunun varligi madde aktariminda
ve DNA ve proteinler gibi biyomolekiillerin korunmasinda rol oynamaktadir (Liu, 2002).
Ortam kosullarmin yani1 sira, AFM nanolitografisini gergeklestirmek igin tip-substrat

sistemini organik coziicliler, su veya tamponlar gibi sivilar i¢ine daldirmak suretiyle
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modifiye edilebilir. AFM nanolitografi ¢esitli aragtirmalar ic¢in basarili bir sekilde
uygulanmistir (Iwanaga, 2005). Ornegin, inorganik, organik veya biyolojik materyal iginde
iki boyutlu modeller yapmak, DNA hibridizasyonunu nano o6l¢ekte tespit etmek, novo
proteinleri altin yiizeylere immobilize etmek, ii¢ boyutlu yiizeysel biyolojik kompleksleri
kurmak, nanoskopik elastikiyet arastirmak, siirtinme ve organik ince filmlerin giic
modiilasyonunu mekanik olarak cevaplamak i¢in kullanilmistir. Ayrica, AFM tiplerinin
seklini karakterize etmek ve nanograftaj kosullar1 altinda tiyollerin kinetiklerini 6l¢mek

i¢in de kullanilmistir.

AFM nanolitografisi basit bir nanofabrikasyon teknigidir (Liu, 2000). Ancak temel fiziki
mekanizmalar prosesi hala tartigmalidir. Bu gibi komplikasyonlarin temel nedenleri,
nanofabrikasyon icin kullanilan maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, yiizey bilesimi,
su meniskiis olusumu, u¢ malzemesi ve sekli, temas alani, ugtaki siirtinmeden kaynaklanan
1s1 transferi, sicaklik, tarama hizlar1 ve konsol-yiizey arasinda uygulanan kuvvetler ile
ilgilidir (Park, 2004). Olusan tip-yiizey meniskiis ya hidrofobik-hidrofilik bir alt tabaka ya
da cevre bagil nemi tarafindan etkilenir. Dolayistyla meniskiis boyutunun ve seklinin
degistirilmesi malzemenin alt tabakaya aktarim hizin1 degistirir. Tipten ylizeye malzeme
transferinin genel bir resmi de tartisilmistir. Cesitli incelemelerden anlasilacagi gibi, sivi
meniskiis kopriisii olusumu, 6zellikle daldirma kalemi nanolitografisinde, tipten materyal
transferini hizlandirirken, AFM nanolitografide nano-asilama gibi diger yontemler igin
stvilara daldirilmis olarak gerceklestirildiginde, nanoyapr biyiikliglindeki bolgeye

malzeme transfer mekanizmasinda difiizyonun baskin oldugu agiktir.

AFM nanolitografi diizenegi

AFM ana bileseni, Ornek yiizeyini taramak i¢in kullanilan, genellikle 10-20 nm'lik
ortalama uc¢ ¢apina ve keskin bir uca sahip bir tiptir; Sekil 2.21. AFM tipi tipik olarak
silisyumdur veya silisyum nitriirdiir. U¢ bir numune ylizeyinin yakinina getirildiginde, ug
ve numune arasindaki kuvvetler, Hooke yasasina gore konsolda bir sapmaya yol agar.
Ornek goriintiisii tipik olarak konsol iist yiizeyinden fotodiyot dizisine dogru bir lazer
noktasinin saptirilmasiyla {retilir. AFM, uygulamaya bagli olarak bir dizi modda
calistirilabilir. Genel olarak, olasi goriintiileme modlar1 statik (temas) modlarina ve
konsolun titrestigi ¢esitli dinamik veya temassiz modlara ayrilir. Nano-yapt ve

gorlintiileme genellikle ayn1t AFM ve ug kullanilarak gergeklestirilir.
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AFM nanolitografi: 'vazmanin’ farkli yollan

Dip-pen nanolitografi

Mirkin ve arkadaglar1 tarafindan 1999'da yayimnlanan ilk yayindan beri, dip-pen
nanolitografisi (DPN) en popiiler AFM nanolitografi tekniklerinden biri olmustur. Burada
baslangicta ug iizerindeki malzemeler statik veya dinamik modda tarama yaparken yiizeye
aktarilir (Sekil 2.22). DPN aslinda kalemle yazma kavraminin nano 6l¢ege nakledilmesidir.
Bu yontemde, AFM probu 'miirekkep' kaynagi olarak islev goriir. DPN ¢esitli 'miirekkep-
altlik' kombinasyonlar1 ile basariyla uygulanir. DPN i¢in kullanilan miirekkepler, kiigiik
organik molekiillerden biiyiik organik ve biyolojik polimerlere ve koloidal parcaciklara
kadar degisirken, substratlar cesitli ylizeylere adsorbe edilen metaller, yar1 iletkenler,
yalitkanlar veya ¢esitli islevsel tek tabaka olabilirler. Yiiksek erime noktali miirekkep
malzemeleri i¢in, 1sitilmis bir ug, molekiillerin hareketliligini arttirmak i¢in kullanilabilir.
Aktarilan molekiiller substrat {izerine fiziksel olarak adsorbe edebilir veya ylizey tiirleri ile

tepkimeye girerek kimyasal baglar olusturabilir (Ginger, 2004).
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Sekil 2.22. Dip-pen nanolitografisinin sematik gosterimi (Ginger, 2004)

Elektrokimyasal AFM nanolitografi

AFM probu ve substrat arasindaki elektriksel bir sapma, temas bolgesinde yiizey tiirleri

izerinde redoks tepkimelerine neden olabilir (Sekil 2.23). Silisyum, bor, elmas, tungsten,



25

tungstenli karbiir ve altin veya platin kapli silisyum nitriir gibi ¢esitli malzemelerden
yapilmis iletken uglar bu deneylerde kullanilabilir. ikili yan oksidasyon tepkimesi ile genel
tepkime semasinin asagidaki gibi Ozetlenebildigi gibi bir dizi metal ve yar1 iletkenlere

uygulanmustir.

M + xH,0 -MO, + 2xH™ + 2xe” (3)
2H,0 -0, + 4H" + 4e” (4)
2H,0 + 26" — H, + 20H™ (5)

Burada substrat yiizeyinde anodik tepkimeler (denklem (3)) ve (denklem (4)) olusur ve
ucta katodik tepkime (denklem (5)) olusur. Ornegin, bir silisyum levha iizerinde bir 18-
nonadeseniltriklorosilan (NTS) mono tabakanin terminal vinilik gruplar1 veya
oktadesiltriklorosilanin (OTS) metil gruplari, uygulanan 6n gerilimli bir iletken AFM ucu
ile karboksilik asit gruplarma yiikseltgenebilir. Tepkime alani1 daha sonra yanal kuvvet
mikroskobu (LFM) ile goriintiilenerek veya elde edilen karboksil grubunu {istte ikinci bir
tek tabaka ile birlestirerek teyit edilebilir. LFM uyarinca, oksitlenmis bolge herhangi bir
topografik kontrast gostermez, ancak siirtinme sinyalinde bir artig, yerel ylizey
polaritesindeki degisikliklerden dolay1 gozlemlenebilir. Baska bir yaklasimda, elektrik
potansiyeli 6nce ucu tizerindeki fonksiyonel kaplamada kimyasal tepkime baglatir ve bu da

yiizey ilizerinde bir sonraki tepkimeyi tetikler ve litografi islemini tamamlar.

Sekil 2.23. Elektrokimyasal AFM nanolitografinin sematik gosterimi (Mart'm, 2005)
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Is1l AFM nanolitografisi

Is1l desenlendirme, iizerinde bir lazer 1511 odaklanarak veya bir direncli 1siticinin kantilevir
icine entegre edilerck gerceklestirilebilen, 1sitilmis bir ug gerektirir. Bir poli(metil metakrilat)
(PMMA) filmi ile temas halinde olan 1sitilmis bir u¢, yumusama noktasindan daha yiiksek bir
sicakliga eristiginde, ucu sekli olan bir filmde girinti olugur. Desen hiz1 ve okuma hizi, cok

uclu sistemlerin gelistirilmesiyle onemli 6l¢iide arttirilabilir (Mart’in, 2005).

Nanoasilama

Nanoagilama (Sekil 2.24), yilizeylerde nanoyapilarin olusumu i¢in bir AFM nanolitografi
teknigidir. Nanoasilama, iki 6nemli asamada gerceklestigi seklinde tanimlanabilir. Birinci
asama, ince bir filmin nanometre-6lgekli secilmis boliimlerinin yer degistirmesinin
(cogunlukla, Au(111) lizerindeki tiyollerin SAM katmanlarini kullanarak) dikkatle se¢ilmis
bir kuvvetin uygulanmasiyla gergeklestirildigi nano-tirasi' igerir. Cozlinmiis molekiiller ug
yiizey temas bolgesinden atilir, ¢linkii molekiillerin etanol veya biitanol gibi bir ¢oziicii
icindeki ¢oziniirliigli yeterince yiiksektir. Nanoasilama ardindan, ¢ozeltiden yeni elde
edilen acik nanoyapi, yiizeye hizli kendi kendine montaj1 veya birikimi gerceklestirilen ve
yeni bir tek tabakanin yeniden yapilandirilmasina yol acan ikinci bir adim izlenir. Deneysel
nano-ast olusturma teknikleri son yillarda 6nemli OSlciide ilerlemis ve nano elektron

cihazlari, protein desenlendirme ve biyosensorler i¢in nano-as1 uygulamalar1 yapilmigtir.

Sekil 2.24. Nanograftingin sematik gosterimi (Mart'n, 2005)
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Asagidaki fotografta University of California bilim insanlarinin yaptig1 ¢alisma sonucunda
elde edilen ve bazi bilesiklerin tepkime Oncesi ve sonrasindaki hallerini gosteren AFM

gortintiileri verilmistir (Riss, 2016).

Sekil 2.25. Basamakli bimolekiiler enediyen birlesmesi ve siklizasyon basamaginda ara
tirlinlerin deneysel gozlemi (Riss, 2016)

Desenli polimerik yapilar, sensorlerin, katalizoriin ve optik cihazlarin gelistirilmesinde
olast uygulamalar i¢in Onemlidir. Simdiye kadar, polimer {iretmek icin fotolitografi,

elektron 1s1nl1 litografi ve mikro kontakt baski esasl birkag strateji gelistirilmistir.

Liu, DPN ve ROMP temelli nano-6lg¢ekli polimer firga dizilerini sentezlemek igin yontem
gelistirmistir. Oncelikle bir DPN desenli sablonundan artan polimerlere dayali bir yaklagim
gelistirmistir. Bu yolun gegerliligini test etmek icin, norborneniltiyol ile kaplanmis bir
ucun alt tabaka ile temas ettirilerek, altin bir alt tabaka tizerinde 10 (ekso-5-norbornen-2-
oksi) dekan-1-tiyol molekiilleri desenlemistir. ROMP tepkimesini optimize etmek igin

karsilik gelen endo izomerden ziyade ekso izomer kullanmistir (Liu, 2003).
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Sekil 2.26. DPN ve ylizeyde baslatilan ROMP’ un sematik gosterimi (Liu, 2003)

Ekso-5-norbornen-2ol'den olusan polimer firgalarin ¢izgi ve nokta dizileri, Sema 1'deki

yonteme gore yapilandirilmistir. Topografik AFM goriintiileri (Sekil 27 a ve Sekil 27 c¢),

polimer yapilarinin yiksekligini  gostermektedir ve polimer biiylime siirecinin

tekdiizeligine iliskin fikir vermektedir (Sekil 27b ve Sekil 27d).
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Sekil 2.27. Sekil 2.26'a gore hazirlanan polimer firga nano yapilart (Liu, 2003)

Polimer firca hatlarinin topografik AFM goriintlisii  Sekil 2.27a’da  verilmistir.
Norbornenylthiol birikimi, polimerizasyon siiresi ve dlgiilen ortalama yari genisligin tam
genislik (FWHM) degerleri sirasiyla 0.02 mmsl1, 60 dk ve 480 nm'dir; b) Sekil 2.27a'dan
secilen bir hat i¢in enine kesit topografyasi izi; c) bir polimer firga nokta dizisinin
topografik AFM goriintlisii verilmistir. Norbornenylthiol birikimi ve polimerizasyon
stireleri sirasiyla 1 s ve 30 dk'dir; d) Sekil 2.27c'den segilen bir ¢izgi igin kesitsel
topografya izi gosterilmistir. Ornegin, her polimer fir¢a noktasinin ortalama cap1 78 (4) nm

ve ortalama yiiksekligi 5 nm'dir (Sekil 2.27d) (Liu, 2003).

Farkli bir ¢alismada yiizeye-asilama ile polimer fir¢a hazirlanmasinda ROMP yoéntemi
kullanilmistir. Bir dizi norbornen esasli L-valin ve L-fenilalanin igeren kiral monomerler
hazirlanmistir. Norborn-2-ene-5-karboksilik asit kloriir ve norborn-2-ene-5,6-dikarboksilik
anhidrid'den baslayarak, N- (norborn-2-ene-5-karboksil) -L-valin (I), N- (norborn -2-en-5-
karboksil) -L-fenilalanin (1), N- (norborn-2-ene-5-karboksil) -L-fenilalanin etil ester (I11),
N, N- (norborn- 2- NBDCI-L-fenilalanin (V), NBDCI-L-valin-tert-butilamid (VI),
NBDCI-L-valin (1V), NBDCI- -anilid (VII), NBDCI-L-valin-m-nitroanilid (VIII) ve
NBDCI-L-valin-p-kloroanilit (IX) sentezlenmistir. Bilesikler I-1X her iki molibden (Mo
(N-2,6-Me2-C6H3) (CHCMe2Ph) (OCMe (CF3) 2) 2) ve (CI2Ru (CHPh-pF) (PCy3) 2,
Cy) sikloheksil) rutenyum esasli baslaticilar kullanilarak ROMP ile polimerize edilmistir.
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Sekil 2.28. Bilesik I-IX un sentezi (Buchmeiser, 2000)

Polimerler, optik rotasyonun yani sira cis/trans yapisi agisindan karakterize edilmistir
(Buchmeiser, 2000). Norborn-2-en-tiiretilmis silisyum bazli destekler, norborn-2-ene-5-
iltriklorosilan kullanilarak hazirlanmistir. Norbornen ile modifiye edilmis desteklerin III,
VI ve VII monomerleriyle ylizeye baglanmast ROMP kullanilarak gercgeklestirilmistir.

Hem Schrock tipi hem de Grubbs tipi baslaticilar bu amaca uygun bulunmustur.
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Sekil 2.29. Bilesik III'tin PS-DVB (Gozenekli polistiren/divinil benzen kopolimerleri)
yiizeye asilanmasi ve ROMP’un ger¢eklestirilmesi (Buchmeiser, 2000)

Secilen monomerler, ylizeye asilanmis desteklerin hazirlanmasi i¢in

polimerlestirilebilirliklerine dayanarak secilmistir.
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2.5. Biyouyumlu Polimer Fir¢alar

Dogada canli organizmalar tarafindan sentezlenen dogal polimerik yapilar olarak
adlandirilan biyopolimerler, sentetik polimerlerle beraber giinlimiizde pek c¢ok endiistri
sahasinda kullanim alani bulmaktadir ve ticari olarak biiylik kazanglar saglamaktadirlar.
Son zamanlarda, 6zellikle mikroorganizmalar tarafindan tretilen polisakkarit yapidaki
biyopolimerler (mikrobiyal polimerler), tip alani basta olmak {izere, biyoteknolojik

arastirmalarin en 6nde gelen konusu olmustur (Jeong, 2004).

Biyopolimerlerin ¢ogu, biyomateryaller olarak kullanildiginda hem yiizeyleri hem de yigin
ozellikleri nedeniyle talep edilen istekleri karsilamamaktadir. Bu nedenle klinik olarak
uygulanabilir bir biyomateryal gelistirmek i¢in, hali hazirda miikemmel biyo-islevsellige ve
kiitle ozelliklerine sahip olan malzemenin yiizey iizerine modifiye edilmesi gerekmektedir.
Asilanmig ylizey hazirlamak, ya monomerlerin asi polimerizasyonu ya da mevcut polimer
molekiillerinin substrat ylizeyine kovalent baglanma tepkimesi ile iiretilebilir. Bu degistirilen
ana ytizey oOzelligi iki ¢esit biyo-uyumluluk icermelidir. Biri en az yan tepkime ortaya ¢ikaran
yiizey Ozelligi, digeri ise hiicre ve doku baglama kapasitesidir. Buna ek olarak, 6rnegin

fizyolojik olarak aktif secici absorbe yetenegi olan yiizeyler gerekli olabilir.

M: monomer

L
e

e

Baglanma Serbest radikal
reaksivonu agl
polimerizasyvonu

Sekil 2.30. Hazir polimer zincirlerinin baglanma tepkimesi ve polimer zincirlerinin
yiizeyde biiyiitiilmesinin sematik gosterimi (lkada,1994)
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Sekil 2.30’da gortildigii gibi, baglama tepkimesi i¢in kullanilacak olan polimer zincirleri igin
substrat polimer yiizeyi lizerinde mevcut olan fonksiyonel gruplara reaktif olan bir terminal bir
grup gerekliyken, asi polimerizasyon yonteminde ise radikal polimerizasyonu baslatmak igin
substrat polimer lizerinde aktif tiirlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Ikada,1994). Bununla birlikte,
dogal lifleri kullanarak ucuz ve cevre dostu modifikasyonlar i¢in kati seliiloz gibi dogal

polimerlerinde yiizeylerini modifiye eden calismalarin yapildig: goriilmektedir.
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0 . . o 0
HO ot 4] HO e
n HG‘J‘H’;\F HS-R n
polizakdearit Yeni dzellikler
R = Alkil, g i~
2
?Wﬂmﬂ =H

Sekil 2.31. En fonksiyonlu seliilozun organokatalik sentezi ve tiyol-en Klik reaksiyonu
(Zhao, 2010)

Gui-Ling Zhao ve arkadaslar1 kati polisakkaritlerin modifikasyonu i¢in yeni bir metot
sunmuslardir. Bu metot, organik asit-katalist kombinasyonu ile esterifikasyon veya
eterifikasyon tepkimesine ve heterojen polisakkaritlerin fotokimyasal tiyol-en Kklik
tepkimesine dayanmaktadir. Bu “organoklik” metotuyla kat1 seliiloz aril, alkil ve poliester

gruplariyla modifiye edilmistir (Zhao, 2010).

Organik asit(10 mol %)

)
HO MO 120°C,6sa HIO A~~~

Seliloz fiber I Selilloz fiber

Sekil 2.32. Seliilozun flizerinde organokatalik olarak e-kaprolaktonun Halka Agilma
Polimerizasyonunun (ROP) sematik gosterimi (Hafre n, 2005)
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Jonas Hafre'n ve arkadaslar1 pamuk ve selillozun {izerinde organokatalik olarak e-
kaprolaktonun Halka Agilma Polimerizasyonunu (ROP) gelistirmislerdir. Seliiloz fiber
ylizeyinde ROP ile Polikaprolakton (PCL) modifiye edilmis ve seliilloza dayali biyo-

uyumlu nanometaryeller i¢in yeni bir yol gostermislerdir (Hafre 'n, 2005).

2.5.1. Hiyaliironik asit

Hiyaliironik asit (HA), yunanca hyalos (camsi, cam gibi) ve iironik asit kelimelerinin
birlesmesi ile tiiretilmistir (vikipedi). HA yiiksek mol kiitlesine sahip dogrusal yapida bir
polisakkarittir. HA birbirine B1.3 -1.4 glikozid baglariyla bagli ve tekrarlayan N-asetil-

glukoz amin ve D-glukuronik asit zincirlerinden olusmaktadir (Tikuta, 1995).

HO HO HO

ll(}',-ib(i .EMUII

Sekil 2.33. HA’in kimyasal yapisinin gosterimi (http://www.pharmetic.org/bilgi-
bankasi/hyaluronic-acid.pdf)

HA, basta bag dokusunun ekstraselliilermatriksi (ECM) olmak iizere derinin epidermis ve
dermis tabakalarinda da dogal olarak bulunan, yiikksek mol kiitleli, biyolojik olarak
parcalanabilen, dogrusal bir polisakkarittir. Kimyasal olarak glikozaminoglikan (GAG) adi
verilen bag dokusu proteinleri grubunun en basit ve siilfat icermeyen tek iyesidir.
Yaslanan deride HA miktar1 azalir. Bunun sonucu olarak da derinin su tutma yetenegi
diiser ve deride kinisikliklar belirir. HA, kozmetik amacla yaslanmaya bagh kirisikliklar:
azaltmak i¢in dolgu maddesi olarak ya da nemlendirici etkisi nedeniyle cilt bakim

tirtinlerinde kullanilabilir (Karaman, 2011).

By Yuhan Lee ve arkadaslari, HA zincirine dopaminin konjugasyonunu saglamislardir ve
daha sonra HA-DN yiizeyine monodispers miknatis nanokristalin baglanmasini saglayarak
hedefe 6zel gelistirilmis MR goriintiileme ve tiimor hiicreleri i¢in hiicresel alimda énemli

bir yontem kaydetmislerdir. Sonug¢ olarak, CD44-HA reseptor-ligand etkilesimleri ile


http://www.pharmetic.org/bilgi-bankasi/hyaluronic-acid.pdf
http://www.pharmetic.org/bilgi-bankasi/hyaluronic-acid.pdf
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kanser hiicrelerini hedefleme kabiliyetine sahip, sulu ¢ozelti icinde monodispers miknatis
nanokristalleri tizerinde HA'nin homojen ve kuvvetli bir sekilde kaplanmasi i¢in misel

esinli bir yontem sunmuslardir (Lee, 2008).

Eleltostatik
etkilesim

MMono-dispers
Manyvetik nanokristal

vapismasi sagland
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Sekil 2.34. Monodispers  miknatis  nanokristal  lizerine  homojen = HA-DN’nin
immobilizasyonu i¢in sentetik siire¢ (HA-DN/MNC) (Lee, 2008)

HA ilag, dermatoloji, kozmetik alanlarinda kullanilmaktadir (Liao, 2005; Neudetker,
2000). HA katarakt ameliyatlarinda nesi¢ iyilestirmeye yonelik goze enjekte edilir,
kozmetik alaninda su tutma kapasitesi ozelliginden dolay1 iyi bir nemlendirici olarak
(Rieger, 1998) ve hem yashlik belirtilerinin, hem de istenmeyen mimik ¢izgilerinin
giderilmesi i¢in dolgu maddesi olarak kullanilir (Meyer, 1994). Dermatoloji alaninda
ozellikle yaralarin iyilesmesi ve herhangi bir iz birakmamasi (Maibach, 1996) icin

kullanilmaktadir.
2.5.2. SITOTOKSISITE ve MTT testi
Sitotoksisite; canli hiicreler tizerindeki toksik etki oranini ifade eder. Bir maddenin

biyolojik davramisinin degerlendirilebilmesi i¢in hiicreler ilizerindeki toksik ya da non-

toksik etkisinin belirlenmesi gereklidir (Tokur, 2017). Sitotoksisite testleri, toksik profili
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arastirilan maddelerin degerlendirilmesi amactyla, uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicre cogalma
orani ve hiicre iizerindeki toksik etkisi dikkate alinarak degerlendirme yapilan testlere
denir. Kullanilan bu test sistemleri; hiicresel hasarin morfolojik a¢idan godzlenmesi,
hiicresel hasarin farkli 6l¢iim yontemleri ile tespit edilmesi, hiicresel ¢ogalmanin
belirlenmesi, hiicresel metabolizmada ortaya ¢ikan degisikliklerin tespitinin yapilmasi i¢in

kullanilmaktadir.

Sitotoksisite testleri invivo veya invitro olmak iizere iki sekilde yapilabilmektedir. Invitro
testlerinde, hiicrelere toksik Ozelligi arastirilan maddeden artan konsantrasyonlarda
muamele edilir. Bunun sonucunda hiicrelerin yagama oranlar1 ve hiicre morfolojisi tespit

edilerek, hiicreler {izerinde bu maddenin etkisi saptanir.

Sitotoksisite 5 farkli yontem kullanilarak ol¢iilebilir, bunlar;

MTT yontemi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid]
Tripan mavisi yontemi

Siilforodamin B yontemi

WST yontemi (2-(4-lodofenil)- 3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolium,

Eal A

monosodyum tuzu)

5. Klonojenik yontem

MTT ydntemi

MTT (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromiir) testi, sitotoksisite veya
hiicre canliligini degerlendirmek i¢in en yaygimn kullanilan kolorimetrik analizlerinden
biridir (Mosmann,1983). Bu test esas olarak, siiksinat dehidrojenaz gibi mitokondriyal
enzimlerin aktivitesini Ol¢erek hiicrelerin mitokondriyal fonksiyonunun belirlenmesi
yoluyla hiicre canliligin1 belirler (Stone, 2009). Bu yontem yukarida belirtilen
yontemlerinden ¢ok daha iistlindiir ¢iinkii kullanim1 kolaydir, glivenlidir, tekrarlanabilirligi
yiiksektir ve hem hiicre canlilifi hem de sitotoksisite testlerini belirlemek icin yaygin

olarak kullanilir (Aslantiirk, 2017).

MTT testinin ¢alisma mekanizmast 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum

bromiiriin formazana indirgenmesi ve bu esnada olusan renk degisiminin kolorimetrik
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olarak olgiilmesine dayanmaktadir. Olusan formazan miktari canli hiicre sayisini verir.
MTT yonteminin amaci hiicrelerin metabolik aktivitilerini gdstermek ve arastirilan

maddenin sitotoksisitesini 6l¢gmektir.

2.5.3. DNA immobilizasyonu

DNA (deoksiriboniikleik asit) ve RNA (riboniikleik asit) canlilarin kalitmini saglayan
ayrica hiicrelerde metabolik olaylarin kontroliinii gerceklestiren temel yap1 tasi
molekiilleridir. Niikleik asitler, niikleotit (piirin/pirimidin bazi + 5 karbonlu bir seker + bir
fosfat grubu) olarak adlandirilan basit birimlerden olusurlar. DNA dizilimi, niikleik asit
molekiillerindeki bu niikleotit bazlarinin (adenin, guanin, sitozin, timin ve urasil) sirasinin
belirlenmesi ile olusur. Farkli yontemlerle 6zgiin DNA dizisi belirlenmesi biyomedikal

alanda ¢ok 6nemlidir (Thayer, 1999).

Son yillarda DNA’nin kat1 bir destege baglanmasi ile yapilan galigmalar biyoteknoloji ve
molekiiler biyoloji alaninda oldukca ilgi c¢ekici olmustur (Linford, 1995). Yapilan
caligmalarda DNA’y1, lateks boncuklar (Kremski, 1987), polistiren (Rasmussen,1991),
optik elyaf (Piunno,1994), karbon elektrot (Millan, 1992), altin (Frutos, 1997) ve silisyum
(Yang, 1998) gibi substratlara basariyla bagladiklar1 goriilmektedir. Mikroiiretim ve
entegre cihazlarin seri tiretimi ile olduk¢a uyumlu bir malzeme olan silisyum, optik

cihazlarin (Chan, 2000) ve biyosensorlerin (Zheng, 2005) iiretimi igin idealdir.

DNA immobilizasyonunda kullanilacak yiizeylerin; a) kimyasal olarak homojen ve ylizey
piiriizsiizliigiine sahip olmasi, b) yiizeyin polarite ve pH ile kontrol edilebilmesi, c) DNA
hibridizasyonuna uygun olmasi, d) yiizeye baglanan DNA yogunlugunun kontrol edilmesi,
e) 1s1l ve kimyasal olarak kararli olmasi, f) tekrarlanabilir olmas1 gibi 6zelliklere sahip

olmas1 beklenmektedir (Strother, 2000).

DNA parcasinin kat1 ylizeye tutturulabilmesi ve daha sonra bu probun hedefi ile
hibridizayonun saglanmas1 hedeflenmektedir, béylece olusan DNA parcasinin fiziksel veya
kimyasal etkenlerden etkilenip yiizeyden kopmasi gibi olumsuz etkilerin ortadan kalkmasi
saglanacaktir. Bu kapsamda kat1 yiizeye DNA baglanma (modifikasyon, immobilizasyon)
tekniklerini, a) Fiziksel adsorpsiyon, b) Kimyasal baglanma ve c¢) (Strept)-Avidin-Biyotin

etkilesimi yoluyla immobilizasyon olmak iizere li¢ baslik altinda inceleyebiliriz.
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DNA’nin viizeve fiziksel adsorpsiyonu

Fiziksel adsorpsiyon; molekiiller aras1 polar, hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler ile
tagiyicilarin yiizeye immobilize edilmesi yontemidir. Kovalent baglanmaya gore daha

kolay ancak daha kararsizdir.

NH, | Avidin

-4

:“Zzzzzz Mfé' nn M

Kimyasal Fiziksel Avidin-Biyotin
Baglanma Baglanma Etkilegimi

Sekil 2.35. DNA’nin kimyasal, elektrostatik ve avidin-biyotin etkilesimiyle baglanmasinin
sematik gosterimi

Ayrica fiziksel adsorpsiyon yonteminde DNA molekiillerinin yiizeyde rastgele yonlenmesi
ve DNA’larin yiizeye zayif baglanmasi da dezavantajdir. Bazi tamponlar veya yiizey aktif
maddeleri varliginda zayif baglanma nedeniyle DNA problan tahlil sirasinda ylizeyden
ayrilabilir. Bu durum alinan sinyallerin yanlis hesaplanmast ve yanlis patojenik

enfeksiyonlarin saptanmasina da sebep olabilir.

Kimyasal baglanma yontemi ile bivomolekiil adsorpsiyonu

DNA’nin kat1 yiizeylere elektrostatik 6zelligini kullanarak immobilizasyonunda; iyonik
kuvvet, pH ve sicaklik gibi cevresel degisiklikler adsorbe edilen DNA problarinin
desorpsiyonuna neden olabilir. Bu nedenle, iyi bir stabilite ve yiiksek baglanma
mukavemeti elde etmek icin DNA problarinin immobilizasyonunda kovalent bir baglanti
yolunu se¢gmek daha avantajli ve kolaydir (Cai, 2002; Dupont-Filliard,2001; Pan,2005;
Xu,2001).
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DNA’larin yiizeye immobilizasyonu icin iki ortak kovalent baglanma yontemi vardir,

bunlar kemisorpsiyon ve kovalent baglanmadir.

Tiyol gruplari, kiikiirt ve altin atomlar1 arasinda kovalent bag olusumuna izin veren metal
yiizeylere karsi giiclii afinite gosteren gruplardir. Bu prensibe dayanarak, kimyasal
adsorpsiyon, DNA problarmin tiyol veya disiilfit gruplariyla modifiye edilerek altin

ylizeylere immobilizasyonunda kullanmaktadir.

AN V4

Sialad
Prob DNA )lx % f
. Asas - . Hedef

* Y Y4 -
Altm eleltrot  Albn nanepartiliil *

Prob DNA: HS-(CHI)6-5' TTT TIT GGT GAG GAG G-3';
Hedef DNA 1: &'- CCT CCT CAC CAA AAA A o F
Hedef DNA 2: &'- CAT CCT CAC CCC CCC CCC CAT GGG CCT CAG GIT CAT CCC

CCT CCT CAC CAA AAA A-S.

Sekil 2.36. Modifiye edilmis SsSDNA probu ile iiretilen altin nanopartikiil sentezinde yer
alan adimlarin  ve bu nanopartikiillerin  farkli hedef DNA ile
hibridizasyonlarinin sematik gosterimi (Liu,2005)

Liu ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada ilk olarak altin elektrotlar iizerine
elektrodepozisyonu ile altin nanopargaciklarin  diizlemsel olarak yerlesmesini
saglamislardir ve boylece nano altin elektrodu elde etmislerdir. Altin nanopartikiillere tiyol
grup ile modifiye edilmis DNA probunun kovalent olarak baglanmasi ile tek sarmalli DNA
(ssDNA) probunun immobilizasyonu saglanmistir ve bu modifiye edilmis altin
nanopartikiillere ~ farkli  hedef =~ DNA’lar  kullanarak  hibridizasyon islemini

gerceklestirmislerdir (Liu,2005).
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Sekil 2.37. Tiyollenmis DNA'nin proparjilaminle modifiye edilmis ylizey iizerine foto-
baslatilmig tiyol tepkimesi ile baglanmasiin sematik gosterimi (Escorihuela,
2014)

Escorihuela ve arkadaglari yaptiklari ¢alismalarinda silisyum yiizey ilizerinde hizli ve
verimli DNA mikrodizileri olusturmak igin tiyol tepkimesinin kullanimi incelenmistir.
Tiyol-en tepkimesi, iki tiyol sonlu molekiiliin bir alkile kovalent olarak baglanmasina izin
verdigi i¢in ylizey lizerinde yiiksek yogunluga sahip prob elde edilmesini saglamistir ve

boylece tiyol-endoligoniikleotitler dogrudan yiizeye tutturulmustur (Escorihuela, 2014).

Grubumuzda yapilan bir c¢alismalarinda mikro-desenli poli(6-azidoheksilmetakrilat)
[poliltAHMA)] fir¢alar sentezlemis ve DNA hibridizasyonunda kullanilmig ve % 64
hibridizasyon belirlenmistir (Sekil 2.38-39) (Cimen, 2015).
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Sekil 2.38. Mikro-desenli polilAHMA) firgalarin olusturulmasi ve DNA hibridizasyonunda
kullanimin basamakli iiretim siirecinin sematik gosterimi (Cimen, 2015)
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Sekil 2.39. DNA hibridizasyonlu poli(AHMA) mikro-desenli fir¢alarin 2D, 3D AFM
goriintiileri (Boyutlar: 45 x 45 pm?, (B) 20 x 20 um? ve (A) 45 x 45 um? (C)
5 x 5 pm?) (Cimen, 2015)

Avidin-biyotin etkilesimi ile DNA immobilizasyonu

Strepavidinin kat1 yiizeylere immobilizasyonu ile ilgili ¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Streptavidin ve biotin kompleksinin olusumu yiizey uygulamalari i¢in olduk¢a uygundur
(Glidle, 2003). Streptavidin ve biotinin spesifik baglanmasi, Sekil 2.40'da gosterildigi gibi
yiizeyler iizerinde DNA'y1 hareketsizlestirmek i¢in biiyiik 6l¢tide kullanilan bir yontemdir.

Bu yontem iki asamalidir; ilk olarak kat1 yiizey biyotinile edilir, ardindan bir streptavidin
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ilave etme agamasi ile devam eder. Biotin, avidin veya streptavidin baglanma bolgelerine
cok yiiksek afinite ile baglanan kiiciik bir molekiildiir (Ka = 10 M ~ ). Ayrica, avidin ve
streptavidin, biyotin dort Ozdes baglanma bdlgesine sahip tetramerik proteinlerdir

(Wilchek, 1988).

s Wl W W

s

Kat yiizey

4 Streptavidin

« Biyotin

o)
i Cy5-DNA

4
TIER A

Gl dw

Sekil 2.40. Streptavidin-biotin etkilesimleri kullanarak DNA'larin yiizeye immobilizasyonu
(Pan, 2005)

Avidin (veya streptavidin)-biyotin etkilesimi siklikla DNA mikrodizileri elde etmek igin
kullanilir. Pan ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, DNA problari, streptavidin-biotin
etkilesimleri yoluyla SAM 2-merkaptoetanol ve 11-merkaptoundekanoik aside basariyla
baglanmistir. Burada, isaretlenmis biyotenlenmis molekiiller yiizeye baglanmadan 6nce
avidin silis ylizeye immobilize edilmistir (Sekil 2.40). Avidin'deki dort bolgeden {igii,
biyotinlenmis DNA problari ile etkilesime girme egilimindedir (Pan, 2005).

Tiyollerin altin yiizeyler i¢in yiiksek afinitesi arayiiz aracili RAFT polimerizasyonu ile
polimer fircalarin olusturulmasini miimkiin kilar. Grubumuzda yapilan bir caligmada

arayiiz aracilt RAFT polimerizasyonu ile poli[(oligoetilen glikol) metil eter akrilat] [poli
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(OEGA)] fircalarin sentezlenmis ve streptavidin proteinlerini secici olarak immobilize

etmek icin kullanilmistir (Sekil 2.41).

T HE A A
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1) Biyotin-NH:
2) Streptavidin

Sekil 2.41. Streptavidin immobilize edilmis poli(OEGA) fir¢alarin olusturmanin basamakli
iretim siirecinin sematik gésterimi (Zengin, 2012)

Bununla birlikte Avidin-biyotin etkilesimi ile DNA immobilizasyonunun bazi
dejavantajlart bulunmaktadir, 6rnegin streptavidin gesitli ylizeylerde kolayca immobilize
edilmesine ragmen, baglama kapasitesi zamanla azalmaktadir. Ayrica, streptavidin ile
immobilize edilmis yiizeylerin sentezi, yiizeyin sentetik modifikasyonu, streptavidinin
immobilizasyonu ve bloke edilmesi dahil olmak iizere birgok adimi igerir. Burada
gerceklesen her adim hem iiretim siiresini hem de maliyetini arttirir. Dahasi, streptavidin
veya biyotinin su igerisinde yiizey immobilizasyonu, immobilize edilmis proteinlerin
stabilitesinin bozunmasina ve spesifik olmayan etkilesimlere ugramasi gibi dezavantajlari

da ortaya ¢ikarir (Duggan, 1999).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

45

Kimyasal Madde

Temin Edilen Uretici Firma

Silisyum diskler (100, n-tipi, ¢aplar1 10 mm,
ozdirengleri 10-30 Q cm, kalinliklar1 500-550 um ve
bir yiizl parlaktir)

Shin-etsu (Handoutai, Japan)

katalisti

Etil alkol (%99,8) Sigma-Aldrich
Hidrojen peroksit (%30,0) Sigma-Aldrich
Hidroklorik asit (%37,8) Sigma-Aldrich
(3-Aminopropil)trietoksisilan (APTES, %99,0) Sigma-Aldrich
Toluen (%99,8) Sigma-Aldrich
Furan (% 99) Sigma-Aldrich
Maleik anhidrit (% 99) Sigma-Aldrich
Sodyum asetat (% 99) Sigma-Aldrich
Asetik anhidrit (% 99,5) Sigma-Aldrich
N,N-dimetilasetimit (% 99) Sigma-Aldrich

Etil asetat (% 99,8) Merck

Diklorometan (%99,8) Merck
Etilvinileter (% 99) Sigma-Aldrich
Sodyum nitrit (% 97) Sigma-Aldrich
Asetik asit (% 99,85) Sigma-Aldrich
1-etil-3-(3-dimetillaminopropil)karbodiimit (EDAC, Sigma-Aldrich

%98)

N- hidroksisiiksinimit (NHS % 98) Sigma-Aldrich
Sisteamin hidrokloriir (%98) Sigma-Aldrich

Etil asetat (% 99,8) Merck

Hiyaliironik asit Sangherb
Sodyum nitrit Sigma-Aldrich
Asetik asit Sigma-Aldrich
(Trisikloheksilfosfin) (1,3-dimesitilmidazolidin-2-lidin)

benzilidenerutenyum kloriir, Grubbs ikinci jenerasyon Sigma-Aldrich

Merck firmasindan alian etil asetat (% 99,8), diklorometan (%99,8) ve etilivinileter

(Sigma Aldrich) distile edilerek kullanildi. Hiyaliironik asit saflastirilma islemi yapildiktan

sonra kullanildi.

Polimer sentezi i¢in kullanilan Grubbs {igiincli jenerasyon katalisti, prosediirlere uygun

sekilde hazirland1 (Love, 2002).
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DNA hibridizasyonu i¢in kullanilan tek zincir RNA primeri MtDNA’ya 0zgi
MT16520F24 ileri (5’- CATAAAGCCTAAATAGCCCACACG- 3’) Macrogen’de
sentezletildi. Gen Bank, NC 012920 numaral1 sekans1 kayitli mitokondriyal DNA’ nin 7S
bolgesinde kisa bolge cogaltildi ve MtDNA-16084-35
(CATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCCTTAAATAAGACATCACGATGGAT
CACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGG) hedef dizisi elde edildi.

3.2. Furan Maleik Anhidrit Diels Alder Uriiniin (Ekzo-7-Okzabisiklo[2.2.1] Hept-5en-
2,3-Dikarboksilik Anhidrit) Sentezi (EHDA)

20 g (200 mmol) maleik anhidrit, THF icerisinde ¢oziildiikten sonra 12,43 mL (181 mmol)
furan ortama pipet ile eklendi. 5 dakika karigim yapildiktan sonra tepkime durduruldu ve
oda sicakliginda 4 giin bekletildi. Dort giinlin sonunda maleik anhidrit furan tiriinii olan
beyaz okzanorbornen kristalleri olustu. Kristaller soguk THF ile yikanarak saflastirildi.

Tepkime verimi %78’dir.

'H-NMR (600 MHz, CDCl5): § 6,95 (CH=CH trans); 6,46 (CH=CH cis); 5,0 (<CH-CH-0);
4,44 (HC-C=0).

3.3. Hiyaliironik Asitin (HA) Hidroliz ile Mol Kiitlesinin Diisiiriilmesi

3 g yiiksek mol kiitleli HA (~ 9,80x 10° g mol™) 150 mL su icerisinde oda sicakliginda bir
gece bekletilerek ¢oziildii ve 3 mL asetik asit ilave edildi. 0,7 g sodyum nitrit ( NaNOy) 12
mL su igerisinde ¢oziilerek HA ¢ozeltisine eklendi ve sicaklik 60 °C ‘ye yiikseltilerek 5
giin 1s1t1ildi. Karisima 1,0 M NapNOs eklenerek pH 7’ye ayarlandr ve 2 giin diyaliz islemi
uygulandi. Diyaliz edilen karisim -80 °C’da liyaflizatérde kurutuldu. Kurutulan HA nin
mol kiitlesi GPC ile belirlendi.

3.4. Tiyol Uclu HA (HA-SH) Sentezi

Diisiik mol kiitleli HA (~ 58000 g mol™) 20 mL su igerisinde oda sicakhginda ¢oziildii ve
0,287 g (1,5 mmol) EDAC ve 0,172 g NHS ilave edildi. Karisima pH 4-5 oluncaya kadar 4,0
M HCI eklendi ve 2 saat karistirildi. Daha sonra karisima 0,337 g sisteamin hidrokloriir
eklendi. Karisim 2 giin karistirildi ve diyaliz edildi. Diyaliz ¢ozeltisine 4,0 g/l NaCl eklenerek
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pH 6-7 olmas1 saglandi. Daha sonra 4,0 M HCl ile pH 5’e ayarlandi ve 1 giin diyaliz edildi ve -
80 °C’da liyafilizatorde kurutuldu. Kurutulan 6rneklerin NMR 6l¢timleri alindi.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): H1(4,3), H1’(4,4) (anomerik hidrojen pik), H13 (2,7) (-CH,-
SH), H11(1,9)

3.5. EHDA’nin Silisyum Substrata Baglanmasi

Silisyum yiizeyler iizerindeki organik kirliliklerin uzaklastirilmasi icin etil alkol igerisinde
ultrasonik banyoda 10 dk bekletildi. Daha sonra yiizeyler derisik siilflirik asit ve hidrojen
peroksit (% 30)'den olusan pirana ¢6zeltisi igerisinde oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Etanol ile
yikandiktan sonra azot gazi ile kurutuldu ve hidroksil sonlu silisyum yiizeyler (Si-OH) elde
edildi. Si-OH yiizeyler 6nce % 1,0’lik APTES ¢ozeltisine kondu ve manyetik karistirici
varliginda azot atmosferinde APTES molekiilleri yiizeye SAM yontemiyle baglandi (Si-
APTES). Daha sonra 2,5 mL(6 mmol) APTES, 1,92 g (11 mmol) furan maleik anhidrit ve 6 mL
N,N dimetilasetimit tepkime balonuna konularak 60 °C sicaklikta 20 dk siireyle azot gaz1 altinda
karigtirma islemi gergeklestirildi. Ayri bir erlende katalitik miktarda sodyum asetat (0,5 g, 5
mmol), 12 mL asetik anhidrit ile ¢oziilerek ve kanigima eklendi, tepkime sicakligi 90 °C’ye
yiikseltilerek ve 2 saat karistirlldi. Ardindan karisim oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra
etil asetat ile seyreltildi ve ardindan tuzlu su ile ekstrakte edildi ve soguk hekzan ile ¢oktiiriildii
ve EHDA bagli silisyum substrat (Si-EHDA) azot gazi ile kurutuldu.

3.6. Yiizeyde Baslatilan ROMP ile Poli(ekzo-7-Okzabisiklo[2.2.1] Hept-5en-2,3-
Dikarboksilik Anhidrit) Sentezi

Si-EHDA substrat ve yeni hazirlanmis 3. jenerasyon Grubbs katalist 0,5 mL diklorometan
igerisinde ¢oziilerek DMF igerisinde ¢6ziilmiis EHDA ¢o6zeltisine eklendi. Polimerizasyon
oda sicakliginda, azot atmosferinde farkli siirelerde (1, 3, 6, 16 ve 24 sa) yapildi. Her
tepkime siiresi sonunda 0,5 mL etilvinileter eklenerek polimerizasyon sonlandirildi. Si-
poli(EHDA) substrat dietil eter ile yikanarak azot gazi ile kurutuldu. Olusan serbest
polimer dietileter eklenerek ¢oktiiriildii. Acik kahverenkli serbest poli(EHDA) yikanip

stuiziildiikten sonra vakumda kurutuldu.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): ~CH-CH- (3,1-3,6 ppm); =CH-CH-O (4,9 ppm); -C=C- (5,8ppm)
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3.7. Tiyol-en Klik Tepkimesi ile Poli(EHDA) Fir¢alara HA-SH Molekiillerinin Baglanmasi

0,1 g HA-SH 10 mL dimetilformamid ve 5 mL su igerisinde ¢6ziildii. Poli(EHDA) bagh
silisyum substrat UV 1s1nin1 gegiren 6zel tiiplere konuldu ve tizerine HA-SH ¢6zeltisinden
5 mL eklendi. Bu tiipler foto reaktdre konuldu ve 4 giin 365 nm UV 15181 altinda birakildi
ve daha sonra poli(EHDA)-HA yiizeyler ¢ozeltiden ¢ikarildi ve ilk olarak su ile 3 kez

yikand1 ve sonra metanol ile yikanarak azot gazi ile kurutuldu.

3.8. Poli(EHDA)-HA Firg¢alarin MTT Sitotoksisite Testi

Kolorometrik bir yontem olan MTT sitotoksisite testi, canli hiicrelerde mitokondride metabolik
degisiklige ugrayarak indirgenen bir boya olan MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir] testidir. HA uglu poli(EHDA) firgali yiizeylerinin MTT testi icin
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) elde edilen SaOS-2 insan kemik osteosarkom
hiicre dizisi kullanildi. Hiicreler % 10 Fetal bovin serumu (FBS, Gibco) ve% 1
penisilin/streptomisin ile modifiye Eagle (DMEM, Gibco) ortaminda % 5 CO02 ile
nemlendirilmis bir hava inkiibatériinde 37 ©°C'de tutularak yetistirildi. Test edilecek
poli(EHDA)-HA yiizeyleri 3 mL taze ortam bulunan tiiplere yerlestirildi ve inkiibatorde
tutuldu. Yizeyler sartlandirilmis ortamdan 3 giin sonra ekstrakte edildi ve daha sonra
sitotoksisite testlerinde kullanildi. MTT deneyleri 96 kuyulu plakalarda yapildi. 3 giin sonra,
sipernatanlar ¢ikarildi ve her bir oyuga, 10 pL 3- {4,5-dimetiltiazol-2il} -2,5-difenil-2H-
tetrazolyum-bromiir (MTT-5mg / ml-Sigma) ¢ozeltisi ilave edildi. Hiicre canlihigi,
mitokondriyal NADH / NADHP' ye bagli dehidrojenaz aktivitesini belirleyerek dlciildii. MTT
aktif hiicreler tarafindan alinmis ve mitokondri i¢inde c¢Oziinmeyen bir mor formazan
graniiliine indirgendi (Mosmann, T., 1983). Daha sonra, siipernatan atild1 ve ¢oken formazan,
dimetil siilfoksitte (oyuk basma 100 pL) eritildi ve ¢ozeltinin optik yogunlugu, 570 nm dalga
boyunda bir mikroplaka spektrofotometresi (Kayto RT-2100C) kullanilarak degerlendirildi.

3.9. DNA Molekiiliiniin Poli(EHDA)-HA Yiizeylere Immobilizasyonu

poli(EHDA)-HA firgalara tek zincir RNA probu Mt20f (ACATCTGTACCCACGCCTTC)
baglamak i¢in 10 mM EDAC ve 10 mM NHS igeren pH=6,1 asetat tamponunda bekletildi.
poli(EHDA)-HA firgalara RNA baglanmasi floresans mikroskopu ve Lazer Taramali
Konkofal Mikroskobu ile incelendi. Daha sonra DNA immobilizasyonu i¢in RNA kapli
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yiizey, eslenik DNA problari ile hibritlestirildi. Bu islem i¢in 6nce tek zincir RNA bagli
yiizeyler eslenik DNA varliginda 95 °C’ da 5 dak 1sitildi 1sitild1 ve daha sonra 60 °C’da 5
dak sogutuldu ve bu 1sitma-sogutma islemi bir kez daha tekrarlandi. Bu islemden sonra
yiizeyler ¢ozeltiden c¢ikartildi ve ylizeye baglanmayan DNA problar1 su ve metanol ile
yikanarak uzaklastirildi ve yiizeyler argon gazi ile kurutuldu. Bu calismada DNA ile
etkilesimde floresans oOzellik gosteren Hoechst 33258, Pentahidrat (bis-Benzimit)
kullanildi. Kontrol islemi i¢in poli(EHDA)-HA yiizey, tek zincirli RNA bagli poli(EHDA)-
HA yiizey ve eslenik DNA problar ile hibritlestirilmis poli(EHDA)-HA yiizey kullanildi.
Bu yiizeylere PBS ¢ozeltisinde hazirlanan Hoechst 33258, pentahidrat (bis-Benzimit) ile
muamele edildi ve degisiklikler floresans mikroskopu ve Lazer Taramali Konkofal

Mikroskobu ile ile incelendi.

3.10. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskopu) ile Nanolitografi

Nanolitografi calismalari, Oncelikle yiizeyler {lizerinde temassiz modda AFM teknigi
kullanilarak ¢izilecek yiizeyin belirlenmesiyle baslanildi. Calisma kapsaminda 10 mikron
ve Imikron alan taramasi yapildi ve ¢izimler bu biiylikliikteki alanlarda gerceklestirildi. Bu
kapsamda 10 pum boyutunda olan Si-EHDA yiizeyin {iizerinde yaklagik 1 mikron
genigliginde oyuk c¢izimi gercgeklestirilerek yilizey iizerinde bagli bulunan EHDA
monomerinin yiizeyden kaldirilmas1 saglandi. Ilk olarak yatay ii¢ ¢izgi ¢izilerek EHDA
monomerinin bu yiizeylerden kaldirilmasi saglandi ve {i¢ yatay ¢izgi iceren desen elde
edildi, bu yiizey 90° derece gevrilerek aym yiizeye dik 3 ¢izgi ¢izildi ve desenli yiizeylerin
goriintiisii elde edildi. Ikinci olarak nanolitografi calismamiza 1 mikron boyutunda yiizey
taramasi ile devam edildi ve yiizey iizerinde yaklasik 200 nm genisliginde oyuklar acildi ve
yiizey lizerinde nano desen olusumu gergeklestrildi. Boylece Si-EHDA yiizeyi {izerinde
200 nm genisliginde EHDA monomerinin kaldirilmasiyla yiizey iizerinde nano kanallarin
acilmasi saglandi. Ayn1 zamanda Si-poli(EHDA), Si-poli(EHDA)-HA yiizeylerin iizerinde
de AFM nanolitografi yontemiyle cizgi ¢izimi gerceklestirildi ve nanokanallarin olusumu

saglanarak yiizeylerin kalinlik 6l¢timleri belirlendi.

3.11. Olgiimler

Su temas acis1 Olgiimleri flas kamera aksesuarli Kriiss DSA-100 marka otomatik

ganiometre ile yapildi. Substrat iizerine 5 pL hacminde saf su damlatilip, hizlica
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fotograflar1 cekilerek DSA3 program yardimiyla su temas agilart belirlendi. Her bir
yiizeyde li¢ ayri damla kullanilip, bu damlalarin temas acilarinin ortalamasi alindi.
Substratlarin yiizey bilesimi bir Mg Ka X-1s1m1 kaynakli SPECS XPS spektrometre ile
belirlendi. Polimer firgcalarin yapisal karakterizasyonunda Grazing Angle aksesuarl
Fourier transform infrared (GA-FTIR) spektroskopisi kullanildi. Spektrumlar Thermo
Nicholet 6700 marka FTIR spektrofotometresi ile alindi. Ornekler 4 cm™ ayiricilikta 64
kez tarama yaptirilarak 400-4000 cm™ arasinda spektrumlari elde edildi. Polimer firgalarin
kalinliklar1 Jobin Yvon-Horiba, model DRE, EL X20C Elipsometre ile belirlendi. Tiim
olgiimler 632,8 nm dalga boyunda ve 75%lik agida gerceklestirildi. Polimer fircalarm
yiizey morfolojilerinin ve yiizey piiriizlilligliniin belirlenmesinde Hitachi 5100 AFM
kullanildi. Olgiimler, temassiz modda bir SI-DF3P3 tipi konsol (Mikro Konsol)
kullamlarak gerceklestirildi. Normal yay sabiti ve konsolun frekansi sirasiyla 2,4 N m™* ve
77 KHz idi. Numune ve ug arasindaki kuvvet 0,87 nN” dur. Poli (EHDA) -HA fir¢alarinin
yiizey morfolojisi, 3,0 kV hizlanma voltajinda bir Hitachi SU 5000 VP-FEG-SEM cihaz1
kullanilarak belirlendi. Poli(EHDA) numunelerin mol kiitlesi, Perkin Elmer serisi 200
GPC pompasi, enjektor, seri baglt bir kolon sistemi (koruyucu siitun + Styragel HR2 +
Styragel HR 3 + Styragel HR 4E + Styragel HR 5E), diferansiyel kirilma indeksi detektorii
(Optilab rEX, 654 nm), ¢ok agil1 statik 151k sagilim1 (LS) dedektorii ile donatilmis GPC-LS
sistemi ile dlciildii. Mobil faz olarak 25°C'de 0,7 mL min™ akis hiz1 ile THF kullamldi.
Tim numuneler (0,5-1,0 g.mL™) kullanimdan énce 0,2 um ile filtrelendi. Buna ek olarak,
HA’in mol kiitlesi ve mol kiitle dagilimi, Perkin Elmer serisi 200 GPC pompa, enjektor,
seri bagl dort su kolonu (Ultrahidrojel 120 + Ultrahidrojel 250 + Ultrahidrojel 500 +
Ultrahidrojel 1000), 654 nm'de Wyatt Optilab diferansiyel kirilma indeksi detektorii (RI)
ve Dawn Heleos ¢ok agili statik 11k sa¢ilimi (LS) detektorii kullanilarak belirlendi. Mobil
faz olarak, 25 °C'de 1,0 mL/dak akis hizina sahip su ile hazirlanan 0,1 M sodyum nitrat
cozeltisi (NaNOs) kullanildi. Poli (EHDA)-HA firgalarinin DNA hibridizasyonun
incelenmesi amactyla Zeiss, LSM 700 Lazer Taramali konfokal mikroskopisi ve Floresans

Spektroskopisi kullanildi.
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4. BULGULAR, TARTISMA VE SONUC

Son yillarda, nitroksit aracili polimerizasyon (NMP) (Andruzzi, 2005; Cimen, 2012;
Cimen, 2013; Kobayaski, 2006; Matsuno, 2004; Zhao, 2006;), atom transferi radikal
polimer polimerizasyonu (ATRP) (Demirci, 2010; Ejaz, 1998; Huang, 1997,
Matyjaszwski, 1999; Turan, 2010), katilma-ayrilma zinciri transfer (RAFT)
polimerizasyonu (Baum, 2002; Chen, 2006; Demirci, 2012; Giirbiiz, 2011; Yu, 2004;
Zhai, 2004;) ve halka ag¢ilma metatez polimerizasyonu (ROMP) (Juang, 2001; Kim, 2000;
Moon, 2002) gibi polimerizasyon yontemleri ¢ok yonlilik ve fonksiyonel grup
uyumlulugu saglamak icin kullanilmaktadir. Bu polimerizasyon yontemleri arasinda,
yiizeye baglatilan ROMP, halkasal olefinezden polimer fircalar iiretmek i¢in metatez
katalizorlerinin varliginda gergeklestirilir ve polimerizasyon sirasinda korunan iki ¢ift bag
nedeniyle diger polimerizasyon yontemlerinden farklilik goésterir. ROMP'in yiiksek
sicaklik gerektirmez ve ortam sicakliginda minimum yan tepkimeler olur. Ayrica, kati bir
substrat yilizeyinde polimer zincirlerinin ucundaki ¢ift baglar tiyol-en-klik tepkimesi ile

tiyol molekiillerinin birlestirilmesiyle polimer-biyopolimer konjugasyonlari yapilabilir.
4.1. EHDA Monomerinin Sentezi

EHDA monomeri norbornen halkasi varligi ile ROMP i¢in 6nemli bir monomerdir. Maleik
anhidrit ve furan THF icinde ¢oziiliip 4 giin oda sicakliginda tutulmasiyla sentezlendi.
EHDA’nin FTIR spektrumunda 1855 cm ™’ de —~C=0 gerilmesine ait tekli band, 1781
cm™'de —C=0 karbonil gerilme bandi, 1230 cm™ ve 1209 cm™ de -C-O gerilmelerine ait
bandlar goriildii (Sekil 4.1). *H NMR spektrumunda —~CH=CH- grubuna ait protonlar 6,6
ppm’de, -CH-O-CH grubuna ait protonlar 5,5 ppm’de ve -CH-CH- grubuna ait protonlar
ise karbonil grubuna yakinligi nedeniyle 3,2 ppm’de bulunmaktadir ve elde edilen pikler
literatiirle uyum igerisindedir (Yang, 2017) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. EHDA monomerinin *H-NMR spektrumu
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4.2. EHDAmonomerinin Silisyum Substrata Baglanmasi

Saf kristal silisyum, saydam olmayan koyu gri renkli, parlak, sert ve kirilgan olup orgii
yapisi elmasa benzemektedir. Saf kristal silisyum 6zel bir tiir ylizey merkezli kiibik yapi1ya
sahiptir ve bu kristal yapilarin 6zellikleri sahip olduklari dogrultu ve diizlemlere gore
farklilik gosterir. Kristalleri olusturan bu tanecikler, ii¢ boyutlu bir kristal orgiisii iginde
belirli bir diizende siralanmiglardir ve bu kristal yap1 analizleri i¢in her bir diizlem indisler
ile belirlenmektedir. Kristal kafes diizlemleri ti¢ Miller indisi ile ( h k 1) seklinde belirtilir.
Burada; h, k ve 1 sirastyla diizlemin x, y ve z eksenlerine ait indisleridir. Kiibik kristallerde
bir dogrultu kendisi ile ayni indise sahip diizleme diktir. Silisyumun genel olarak Si(111)
ve Si(100) diizlemsel yapilarinda kullanilmaktadir. Tez ¢alismamizda Si(100) diizlemsel
yapiya sahip silisyum disk yiizeyleri kullanildi.

Silisyum disk UV-ozon islemiyle organik kirliliklerden arindirildiktan sonra pirana
cozeltisinde bekletilerek hidroksil sonlu (Si-OH) ylizey elde edildi. APTES ara baglanti
molekiilleri, SAM kosullar1 altinda silisyum yiizeyine immobilize edildi (Zengin,2013). Si-
APTES yilizeyinin su temas acist yaklasik olarak 58° olarak belirlendi, bu sonug
literatiirdeki degerlerle uyumludur (Zengin, 2013). Daha sonra Si-APTES substrat, furan
maleik anhidrit ve N,N dimetilasetimit tepkime balonuna konularak 60 °C sicaklikta azot
atmosferinde karistirildi ve asetik anhidrit icinde katalitik miktarda sodyum asetat
¢oziilerek karigima eklendi. Sonugta EHDA bagli silisyum substrat (Si-EHDA) elde edildi.
EHDA monomerinin Si-APTES yiizeyine baglanma mekanizmasi Sekil 4.3’de sematik

olarak gosterildi.
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Sekil 4.3. EHDAmonomerinin Si-APTES yiizeyine baglanma mekanizmasinin sematik
gosterimi

EHDA monomerinin Si-APTES yiizeyine baglanmasindan sonra (Sekil 4.4a) su temas
ac1s1 89 °'ye yiikseldi, bu, monomerin yiizeye immobilizasyonunun ger¢eklestirdigini isaret
etmektedir. Si-EHDA yiizeyinin elipsometrik film kalimliginin 2 nm’ den az oldugu
belirlendi. Elipsometrik film kalinlig1 yiizeyin li¢ ayr1 bolgesinden elde edilen degerlerin

ortalamasi alinarak elde edildi. Si-EHDA yiizeye ait 2-boyutlu AFM goériintiileri, su degme
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acist sonucu ve olusan su damlaciginin (10 pL) goriintiisii Sekil 4.4a'da gosterildi. Si-
EHDA yiizeyin pirizliliginin bir 06l¢iisii olan rms degerinin yaklasik 0,8 olarak
belirlenmesi monomerin yiizeye homojen bir sekilde dagilimla baglandigini géstermektedir
(Sekil 4.4a). Yiizeyin homojenligi diizgiin bir zincir biiylimesi olabilecegini de isaret

etmektedir.

89.98 +0.46 81,541 0,94 47,92+ 1,02

Sekil 4.4. 2D-AFM gortintiileri (altta) ve 4 [JL su damlaciklarinin fotograflar (iistte).(a)
Si-EHDA, (b) Si-poli(EHDA\) ve (c) Si-poli(EHDA)-HA

Si-EHDA'nin kismi taramali C 1s XPS spektrumunda bes farkli kimyasal ¢evreye sahip
285,1 eV (C-C/C-H), 285,7 eV (C=C), 286,5 eV (C-N), 288,1 eV (C-O) ve 288,9 eV
(C=0) pik gozlemlendi (Sekil 4.5a).
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Sekil 4.5. C1s kismi taramali XPS spektrumlari (a) Si-EHDA, (b) Si-poli(EHDA) ve (c) Si-
poli(EHDA)-HA

Si-EHDA'nin GA-FTIR spektrumunda 1683 cm™ de —C=0 gerilmesine ait band, 1769 cm’
"de —C=0 karbonil gerilme bandi ve 1400 cm’'de -C-O gerilme bandmin goriilmesi

EHDA monomerinin Si-APTES yiizeyine baglandigin1 gostermektedir (Sekil 4.6a).
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Sekil 4.6. GA-FT-IR spektrumlari (a) Si-EHDA, (b) Si-poli(EHDA) ve (c) Si-poli(EHDA)-HA

4.3. Si-EHDA Yiizeyinde Baslatilan ROMP ile Poli(EHDA) Firca Sentezi

Si-EHDA yiizeylerin ROMP ile polimerizasyonu gergeklestirildi. ROMP polimerizasyonu
icin Grubs 1l katalisti [(HzIMes)(3-Br-py)2(Cl);Ru=CHPh] kullanildi (Sekil 4.7).
EHDA'nin yiizeyde baslatilan ROMP ile sentezi, Si-EHDA substrati varliginda DMF
icinde farkli katalizor/monomer oranlarinda (katalizér/monomer (mmol/mmol): (0,09,
0,04, 0,02 ve 0,01) oda sicakliginda gerceklestirildi (Sekil 4.8). Sentezlenen polimer
yizeylerin GA-FTIR, AFM, su degme agist 6l¢timii, XPS ve elipsometri dlgtimleri ile

karakterize edildi.

Literatirde EHDA monomerinin Grubs III katalisti ile ylizeyde baslatilan ROMP
polimerizasyonuyla ilgili deneysel c¢alisma yoktur, bu nedenle optimum siirenin
belirlenmesi i¢in farkl: siirelerde yiizeyde polimerlesme saglandi. Polimerizasyon siiresinin
belirlenmesinde [katalizor]/[monomer]=0,04 kullanilarak sentezlenen poli(EHDA) firga
ylizeyi kullanildi. Boylece, ayn1 miktarda Grubbs III katalizoérii kullanilarak yiizeyde
baglatilan ROMP’la polimer firgalar sentezlendi ve farkli siirelerde (1, 3, 6, 16 ve 24 saat)
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sonlandirma yapilarak optimum siirenin belirlenmesi saglandi. Ayrica ¢ozelti de ROMP’la
ayn1 kosulllarda polimerler sentezlendi. Yiizeyde baslatin ROMP’la sentezlenen polimer
firgalarin AFM ve su degme agis1 6lglimleri alindi. Su degme agilar1 Cizelge 4.1°de verildi.
Si-EHDA vyiizeyin su degme agis1 (89,98° £0,46) goz oniine alindiginda farkli siirelerde

sentezlenen polimerlerin su degme agilarinin degistigi goriilmektedir.

Sekil 4.7. Grubbs 111 metatez katalisti (Mes=2,4,6-trimetilfenil)
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gosterimi
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Cizelge 4.1. Farkli siirede sentezlenen polimer ylizeylerin su degme agis1 goriintiileri ve

sonugclari
Su Degme flerleme Gerileme Histerizi
Agist (°) Agisi (0i) Agist (0g) 0i-09g)
A) 1 saat
n 99,77+0,82 99,0 100,6 1,6
B) 3saat
. 80,43+0,84 81,3 79,6 0,7
C) 6saat
& 84,26+0,01 84,3 84,2 0,1
D) 16 saat
. 86,73+2,10 84,6 88,8 2,2
E) 24 saat
l I ) . | __ | 77,13£1,54 78,7 75,6 31

Farkli siirelerde sentezlenen polimer firgalarin ([katalizor]/[monomer]=0,04) AFM
goriintiileri alind1. Her bir siirede sentezlenen polimer yiizeylerin yiizey piirtizliligi (Root
Mean Square [rms]) alindi; 1 saat siireyle gerceklestirilen polimerizasyon ile elde edilen
polimer fircanin yiizey piiriizliliigiiniin 6l¢iisii olan rms degeri 21,24 nm olarak 6l¢iildii.
Polimerlesme siiresi 6 saat olan yilizeyin AFM g0riintiisii incelendiginde ise rms degeri
6,149 nm olarak 6l¢iildii ve ylizeyin homojen goriinlimde oldugu belirlendi. Polimerlesme
stiresi 24 saat oldugunda ise rms degeri 79,6 nm’ye yiikseldigi belirlendi ve kismen
polimer yiginlarin olustugu sdylenebilir. AFM ve su degme agis1 6l¢timlerinden elde edilen
sonuglar incelendi ve polimerizasyon siiresi 6 saat olarak belirlendi, bundan sonra yapilan

ylizeyde baglatilan ROMP polimerizyon ¢alismalar1 6 saatte gerceklestirildi.
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99,77+0,82

Sekil 4.9. Farkli siirelerde a) 1 sa, b) 3 sa, ¢) 6 sa, d) 16 sa ve e) 24 sa hazirlanan
poli(EHDA) fircalarin 2- ve 3-boyutlu AFM, yiikseklik dagilim ve su damlacigi
gortiintiileri
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Si-EHDA substrati varliginda DMF iginde farkli katalizor/monomer oranlarinda
(katalizor/monomer (mmol/mmol): (0,01, 0,02, 0,04 ve 0,09) oda sicakliginda 6 saatte
gerceklestirilerek elde edilen polimer firgalarin GA-FTIR, AFM, su degme agis1 ve

elipsometri 6l¢iimleri yapildi.

[katalizor]/[monomer]=0,04 kullanilarak sentezlenen poli(EHDA) fir¢alarin yiizey
pliriizsiizligiiniin 6lgiisii olan rms degeri 6,149 nm iken, [katalizor]/[monomer]=0,01
kullanilarak sentezlenen polimer firganin rms degeri ise 9,682 nm’ye yiikseldi. Polimer

mol kiitlesi arttig1 i¢in rms degerinin arttig1 tespit edildi.

78,9240,58

[katalizor]/[monomer]=0,04

[katalizor]/[monomer]=0,02

[katalizor]/[monomer]=0,01

Sekil 4.10. Farkli [katalizor]/[monomer] oranlarinda sentezlenen poli(EHDA) firgalarinin
3- ve 2-boyutlu AFM ve su damlaciklarinin goriintiileri

Farkli [katalizor]/[monomer] oranlarinda sentezlenen Poli(EHDA) fir¢alarin GA-FTIR ve

¢ozelti ortaminda sentezlenen serbest polimerin GA-FTIR spektrumlar1 Sekil 4.11°de
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verildi. Spektrumlar incelendiginde yaklasik 2923 cm™ civarinda gdzlenen alifatik gruplara
ait gerilmeler goriilmektedir, yine Ol¢iimii yapilan yiizeylerin gergin C=0 karboksil
grubuna ait 1722 cm™ ve 1636 cm™ pik degerleri belirlendi, ayrica tiim yiizeylerin 1400

cm civarinda halka acilmasindan kaynaklanan C=C gerilimleri ol¢iildii.
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Sekil 4.11. Poli(EHDA) nin GA-FTIR spektrumlari, (a) Cozelti ortaminda sentezlenen ve
(b) [katalizor]/[monomer]=0,09, (c¢) [katalizor]/[monomer]=0,04, (d)
[katalizor]/[monomer]=0,02, (e) [katalizor]/[monomer]=0,01

(Cozeltilerdeki serbest polimerler ve substrat iizerindeki polimer fircalar ayni anda
sentezlendi. ROMP ile sentezlenen polimerlerin mol kiitleleri Grubbs III katalist miktarinin
belirlenmesi ile hesaplanabilmektedir. Istenilen mol kiitlesinde polimer sentezlemek igin,
drnegin poli(EHDA)’nin kuramsal mol kiitlesinin (M, ,) 10 000 g mol™ olmasi igin
gerekli katalizor miktar1 asagidaki sekilde hesaplandi. ROMP ile farkli katalizr/monomer
(mmol/mmol: 0,01, 0,02, 0,04 ve 0,09) oranlarinda sentezlenen Si-poli(EHDA) polimer
firgalar1 icin gerekli olan Grubbs III miktar1 bu 6rnekte gosterildigi gibi hesaplandi.

M, teorik (10000 g mol™ mol kiitlesi igin)

EHDA "nin mol kiitlesi=370,4112 g mol™
10000

Polimerizasyon derecesi (DP)= 3704112

DP=26,997
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EHDA= 0,05 g (1,34x10™ mol)
[EHDA]
DP

1,34x10™
26,997

[katalizor]=

[katalizor]=

[katalizor]=4,967x10°mol
Grubbs 111 katalizériiniin mol kiitlesi= 884,98 g mol™
[katalizor]= 4,967x10°x884,981

[katalizor]=4,39x107 g

Tepkime ortami polimerizasyon islemi siiresince homojendi. Polimerizasyon sirasinda
polimer ¢okmesi gozlenmedi. EHDA'nin yiizeyde baslatilan ROMP polimerizasyonundan
sonra su temas acis1 hafifce 81%ye diistiigii tespit edildi, bu da silisyum yiizeyinde kismen
hidrofilik poli(EHDA) fircalarin olusumu anlamima gelmektedir (Sekil 4.4b). Si-
poli(EHDA) yiizeyinin rms piiriizliillik degerindeki (rms = 13,07 nm, kalinlik = 10,3 nm)
artis, yiizeyde (Sekil 4.4b) poli(EHDA) zincirlerinin esit olmayan sekilde dagilmasiyla
ilgili olabilir. Ayn1 zamanda, Si-poli(EHDA)'mim kismi taramali Cls XPS spektrumunda
sirastyla 285,0 eV (C-C/C-H), 286,1 eV (C=C) , 286,7 eV (C-N), 287,9 eV (C-O) ve 288,5
eV (C=0) baglanma enerjilerinde bes farkli kimyasal ¢evreye sahip pik bulunmaktadir ve
piklerde kismi pik siddeti artisi gdzlemlendi (Sekil 4.5b). Si-EHDA yiizeyinin GA-FTIR
spektrumunda goriilen C=0, C-O ve C=C bandlar1 polimerizasyonun bir sonucu olarak
biraz daha diisiik alanlara kaymaktadir (Sekil 4.6b). Bunun yaninda spektroskopi ve
topoloji ¢aligmalar1 bir polimerin mol kiitlesi ve polidispersity indeksi (PDI) degerleri
hakkinda bilgi vermemektedir. 1,0x1,5 cm? gibi kiigiik bir silisyum yiizeyde olusturulan
polimer miktar1 ¢ok kiiciiktiir ve GPC ile mol kiitlesini belirlemek icin yeterli degildir. Bu
nedenle ¢ozelti icinde olusan serbest poli(EHDA) 6nce soguk THF ile ¢okeltildi ve daha
sonra sayica ortalama mol kiitlesi (M, gpc) GPC ile belirlendi (Sekil 4.12 ve Cizelge 2).
Elde edilen GPC egrileri oldukca simetrikti ve herhangi bir omuz gériilmedi. PDI degerleri
1,4'ten diisiiktii. Serbest poli(EHDA)‘nin 'H-NMR spektrumu Sekil 4.13° de gosterildi.
Poli(EHDA)’ nin '"H-NMR spektrumu incelendiginde, okzanorbornen halkasinin
polimerlesmesiyle, 6,6 ppm de gelen monomer olefin proton pikinin kayboldugu, polimer
yapisinda bulunan olefin proton sinyallerinin -C=C- (5,8ppm), =CH-CH-O (4,9 ppm) de
genis olarak geldigi gozlemlendi ve —CH-CH- (3,1-3,6 ppm) karakteristik pikleri goriildii.
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Sekil 4.12. Farkli [katalizor]/[monomer] oraninda sentezlenen poli(EHDA)’nin farkl

molekiil agirliklarinin GPC kromotogramlar1. [katalizor]/[monomer] oranlar;
a) 0,01, b) 0,02, ¢)0,04 ve d) 0,09

1120
DMSO
c d
a't a C b t b < kL
J '._j\ o D | BN S LS LA__, S NOREPY

75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 0.0

ppm

Sekil 4.13. Poli(EHDA) nin *H-NMR spektrumu (Coziicii: DMSO)
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Poli(EHDA) firgalarin asilanma yogunlugu o (zincir/nm?) ve asilanma noktalari arasindaki

ortalama uzaklik (D, nm) asagidaki esitlikler kullanilarak belirlendi (Jin, 2010).

G = hpN10~21 (4 1)
B IVIn,GPC '
e 1/2

D= (—) (4.2)

Bu esitliklerde Na, p, h ve M, gpc sirastyla Avogadro sabiti, yogunluk, elipsometrik kalinlik ve
GPC ile belirlenen polimerin ortalama mol Kkiitlesidir. Elipsometrik kalinlik (h, nm) ve

poli(EHDA) 'nin mol kiitlesi, katalizor/monomer oranina bagli olarak degisir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2.Poli(EHDA)’'nin  mol  kiitlesininin ~ ve  elipsometrik  kalinliginin
[katalizor]/[monomer] orant ile degisimi

[katalizor]/[monomer] Elipsometrik M, teo M, cpc
kalinlik (nm’ g mol™ g mol™
0,09 17 4000 5600
0,04 6,1 10000 10000
0,02 10,3 20000 19600
0,01 31,4 50000 49400

Bununla birlikte, Si-EHDA derisimi, yani yiizeydeki aktif merkezlerin derisimi sabit
oldugundan, asilama parametreleri de (asilanma yogunlugu o (zincirler/nm?) ve agilanma
noktalart (D, nm) arasindaki ortalama wuzaklik) sabit olmalidir. Bu nedenle,
katalizor/monomer oranina dayanarak hesaplanan o (zincirler /nm?) ve D (nm) ortalama
degerlerinin sirasiyla, 0,50 zincir/nm® ve 1,65 nm’dir ve substrat yiizeyinde asilanma

yogunlugunun yiiksek oldugu belirlendi.
4.4. HA’nin Poli(EHDA) Zincirlerine Baglanmasi

HA, insan viicudunun bag dokusunda baglayici ve koruyucu bir madde olarak gorev yapan
onemli bir polisakkarittir (Sekil 4.14) HA insan viicudunda iiretilir. HA dogal olarak horoz
ibiginden veya inek gozilinlin sivi kismindan elde edilmektedir. Ayrica laboratuar

ortaminda biyosentez ile streptococcus bakterisi kullanilarak sentezlenir. HA molekiilleri
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yitksek mol kiitlesine (~1,8x 10° g mol™) ve ¢ok yiiksek viskoziteye sahiptir. HA asidik

hidroliz ile diisiik mol kiitlesine diisiiriilebilir.

OH OH
0 Q
OH

0
NH |
DJ\

N

Sekil 4.14. HA’nin molekiil yapis1

Bu ¢alismada HA, NaNO; ve asetik asit karisimi i¢inde farkli siirelerde bekletilerek diisiik
mol kiitleli HA molekiilii (58x10° g mol™) elde edildi (Sekil 4.15).

16 20 24 23 32 36
Alikonma zamani (dak)

Sekil 4.15. HA’ ’nin hidrolizinden 6nce (a) ve sonra (b) GPC kromatogramlari

HA’nin su degme agisini belirlemek igin hiyaliironik asit pelet haline getirildi ve ayrica
hiyaliironik asit ¢6zeltisiyle cam yiizey kaplandi. HA peletinin ve kaplanan cam yiizeyin su
degme ac1s1 6lgiildii ve HA nin oldukga hidrofilik yapida oldugu belirlendi, su degme agis1

Ol¢iimii ve goriintiileri Cizelge 4.3°de verildi.
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Cizelge 4.3. HA ile hazirlanmus pelet ve cam yiizeylerin su degme agis1 gortintiileri ve sonuglart

Su Degme Ilerleme Gerileme Histerizi
Agist (0) Agist (0 1) Agist (0 g) 0i-69)
A) HA palet
35,18+0,39 34,8 35,6 0,8
B) Cam ylizeye kapli HA
12,64+0,00 12,7 13,5 0,8

Daha sonra HA’nin karboksilik asit grubuyla sisteamin hidrokloriiriin tepkimesi sonucu

tiyollenmis HA (Th-HA) molekiilleri sentezlendi. Diisiik mol kiitleli HA ve Th-HA nin yapisal

karakterizasyonu, *H-NMR spektroskopisi ile gerceklestirildi. Diisiik mol kiitleli HA’nin *H
NMR spektrumunda H1 (4,3 ppm), H1 ‘(4,4 ppm) anomerik hidrojen piki ve H11 (1,9 ppm)
karakteristik pikleri goriilmektedir ( Sekil 4.16). Th-HA’nin *H NMR spekturumu ise Sekil

4.17°de gosterildi. Th-HA’mn *H NMR spektrumunda tiyolleme tepkimesi ile 2,7 ppm'de

goriilen pikin -CH,-SH protonlarma aittir. Ayrica 4,3 ppm, 4,4 ppm (anomerik hidrojen piki)

ve 2,7 ppm'deki piklerin integrasyonundan tiyollenme derecesi % 11 olarak hesaplandi.

11

00
w [1205-

(ppm)

4 30

26 22

1.8 14 10

Sekil 4.16. Diisiik mol kiitleli HA nin 'H-NMR spektrumu
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Sekil 4.17. Th-HA’nin *H-NMR spektrumu

Th-HA molekiilleri, tiyol-en klik tepkimesiyle silisyum substrat {izerindeki poli(EHDA)
zincirlerine asilandi. Si-poli(EHDA)-HA yiizeyinin su temas acisi hidrofilik HA
molekiillerinin varhigiyla 48°'ye diistiigii belirlendi ve elipsometrik kalinhik 17,3 nm’ye

yiikseldi.

Farkli [katalizor]/[monomer] oranlarinda sentezlenen Si-poli(EHDA) firgalara Th-HA
baglandiktan sonra alman GA-FTIR spektrumlarinda 3200-3500 cm™ arasinda genis bir
hidroksil band1 goriildii (Sekil 4.6¢, Sekil 4.18), ancak [katalizor]/[monomer] oran1 0,09
olan Si-poli(EHDA)-HA polimer fircasinin GA-FTIR spektrumu incelendiginde Si-
poli(EHDA) yiizeyinde sentezlenen polimer mol kiitlesinin diisik (4000 g mol™)

olmasindan dolay1 ylizeye Th-HA baglanma etkinliginin az oldugu belirlendi.
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Sekil 4.18. HA ve Si-poli(EHDA)-HA fircalarin GA-FTIR spektrumlari. a) HA ve
(b) [katalizor]/[monomer]=0,09, (c) [katalizor]/[monomer]=0,04, (d)
[katalizor]/[monomer]=0,02, (¢) [katalizor]/[monomer]=0,01

Si-poli(EHDA)-HA firgalarin AFM goériintiileri alindiginda [katalizr]/[monomer] orani
0,09’dan 0,01’e distiigiinde yiizey pirtizsiizliliigi 6l¢iisii olan rms degerlerinin 13,07
nm’den 20,13 nm degerine yiikseldigi ve su degme agis1 degerlerinin ise 47,92 +1,02°’den

56,62+0,57ye yiikseldigi belirlendi.
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47,92=1,02

56,62=0,57

d)_‘_

Sekil 4.19. Si-poli(EHDA)-HA fir¢alarin 3- ve 2-boyutlu AFM ve su damlacigimin
gortntiileri [katalizor]/[monomer] oranlari; a) 0,09, b) 0,04, ¢) 0,02 ve d) 0,01

Ayrica kesit alanindan alinan SEM goriintiilerindeki belirgin kalinhik artist da HA
molekiillerinin poli(EHDA) zincirlerine baglandigini géstermektedir (Sekil 4.20).
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Poli(EDHA)-HA

Poli(EDHA) j

J

SU5000 3.0kV 26.5mm M-x500 SE(L) SUS000 3.0kV 23.7mm M-x500 SE(L)

Sekil 4.20. Poli(EHDA) (a) ve poli(EHDA)-HA (b) firgalarin SEM goriintiileri

Poli(EHDA)-HA C1s XPS kismi tarama spektrumunda 287,3 eV (C=0), 287 eV (C-0),
286,7 eV (C-N) ve 285,6 eV (C-C/C-H) baglanma enerjilerinde kimyasal ¢evresi farkli 4
farkli Cls piki gozlemlendi (Sekil 4.5c). Si-poli(EHDA) ve Si-poli(EHDA)-HA
ylizeylerinin Cls kismi tarama spektrumlarinda bulunan C=C pik alanlarindan Th-HA
molekiillerinin poli(EHDA) zincirine baglanma oran1 % 2,3 olarak hesaplandi. Bu diigiik
baglanma oraninin nedeni yiiksek hacimli Th-HA molekiillerinin baglanma tepkimesi

sirasinda sterik etki olusturmasi sebebiyle olabilir.

Yiizeyde baslatilan ROMP ve tiyol-en Kklik tepkimesi kombinizasyonuyla silisyum substrat
ylizeyinde sentezlenen poli(EHDA)-HA polimer firca ile 6nemli bir biyomloekiil olan
hiyaliironik asitin yiizey iizerine kovalent olarak baglanmasi saglandi, bu gibi asilanmis
polimer fircalar, malzeme yiizeyinin biyoaktivitesini iyilestirmek veya kontrol etmek i¢in
hiicre dist matris (ECM) proteinleri veya fonksiyonel peptitler tarafindan daha da
islevsellestirilebilen bir koprii tabakasi olarak c¢alisirlar (Gao,2011; Tugulu,2007). Ek
olarak, smirli ortamlarda polimer firgalarin biiylimesi, protein adsorpsiyonu, kataliz ve
ayirma alanlarinda biiylik uygulama potansiyeline sahip bir¢ok islevsel film hazirlamak

icin yerlesik bir teknik haline gelmistir.

Polimer firgalar ile modifiye edilmis polimer materyallerin biyoaktivitesini ve islevselligini
daha da iyilestirmek ic¢in, proteinler ve peptitler gibi biyomolekiiller, hiicre yapigma
davranigin1 (Raynor, 2007) kontrol etmek i¢in yaygin olarak firgalanmis zincirlere agilanir.

Fonksiyonel biyo-konjugat gruplarinin polimer fir¢alara dahil edilmesi, belirlenen doku
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tiirlerine dogru hiicre farklilagmasina neden olabilir ve bu da ECM'yi daha yakindan taklit
etmeyi saglar. Ornegin, Wei ve arkadaslar1 (Ren, 2011) titanyum vyiizeylerini poli
(OEGMA-r-HEMA) firgalarla modifikasyonunu geceklestirmislerdir. Daha sonra,
fibronektin (FN) ve rekombinant insan kemigi morfogenetik protein-2'yi (rhBMP-2)
polimer fir¢alarin yiizeyine birlestirerek, titanyum ylizeyine iyi bir osteogenez kapasitesi

kazandiran MC3T3 hiicrelerinin etkili yapigsmasinin indiiksiyonunu saglamislardir.

Bu kapsamda, yiizeyde baslatilan ROMP ve tiyol-en klik tepkimesi kombinizasyonuyla
silisyum substrat yiizeyinde sentezlenen poli(EHDA)-HA firgalar1 kanser terapisi i¢in aktif
hedeflemenin yani sira yiiksek biyouyumluluk, diisiik toksisite ve anti-enflamatuar gibi

gelismis 6zelliklere sahip biyolojik cihazlarin yapiminda ¢ok dnemli firsatlar sunabilir.

4.5. Poli(EHDA)-HA Yiizeylerin MTT Testi

Kimyasal ve biyolojik maddeler ya da fiziksel etkenler hiicreleri farkli sekillerle
etkileyerek sitotoksisiteye neden olabilirler. Bir maddenin biyouyumlulugunu belirlemek
icin hiicreler iizerindeki toksik ya da non-toksik etkisinin arastirilmasi gerekmektedir. /n
vitro sitotoksisite testleri ilag niteligi tasiyan veya toksik profili arastirilan maddelerin
degerlendirilmesi amaciyla hiicre kiiltiiriinde gerceklestirilir. ~ Sitotoksisite testleri
biyouyumluluk, implantlar, kozmetik, farmakoloji, ilag¢ gelistirme gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Bu testlerle ¢ok sayida maddenin kisa silirede analizi yapilabilmekte ve
hayvan deneyleri i¢in temel veriler elde edilebilmektedir. Farklt mekanizmalara ve
hassasiyetlere sahip ¢ok sayida sitotoksisite testi bulunmakla birlikte en yaygin kullanilan
testler; tetrazolyum testleridir (MTT, MTS, XTT, WST) (TOKUR,2017). Ayrica MTT test
yontemi, hizl1 sonu¢ alinmasinin yan1 sira maddelerin ¢ok diisiik diizeydeki toksisitelerinin
gorliilmesine olanak saglamast nedeniyle en giivenilir testlerden biri olarak kabul
edilmektedir (Bean, 1995; Wataha, 1992). Rafaelli ve arkadaslar1 Lava CAD-CAM sistemi
ile hazirladiklar1 zirkonya disklerinin sitotoksisitesini MTT yontemi ile in vitro olarak
incelemislerdir ve zirkonyanin biyouyumlu bir madde oldugunu belirlemislerdir (Raffaelli,
2008). Altun ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada ise bakteriyel seliilloz (BC) ve PMMA
karistmi olan BC/PMMA fiberlerini iiretmislerdir. Bu fiberlerin biyolojik uyumlulugu
belirlemek i¢in MTT testleri yapmislar ve biyouyumlu oldugunu belirlemislerdir (Altun,
2018). Baran ve arkadaslar1 sigir hidroksiapatit (BHA) tozu ve % 5 ile % 10 dogal pomza
(NP) ile karistinlmasiyla NP-BHA kompozitlerini olusturmuslardir. Bu kompozitlerin
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biyouyumluluklart MTT testi ile belirlenmistir. NP-BHA kompozitlerinin kemik grefti ve
implant gibi biyomedikal miihendislik uygulamalar1 i¢in dikkate deger bir potansiyel

olusturdugu sonucuna varilmaktadir (Komur, 2016).
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Sekil 4.21. Poli(EHDA)-HA fir¢alarinin MTT test sonuglarinin gésterimi

Bu c¢alismada, ii¢ farkli mol kiitlesinde sentezlenen (3000 g/mol, 10000 g/mol, 15000
g/mol) poli(EHDA) ile tiyol-en klik tepkimesi ile olusturulan poli(EHDA)-HA polimer
fircalarin biyouyumlulugu MTT testi ile belirlendi (Sekil 4.21). Sitotoksisite (MTT) testleri
sonucunda Si-poli(EHDA)-HA firgalarin kontrole kiyasla sitotoksik olmadigi goriildii.
Tiim sonuglar istatistiksel olarak anlamli olarak elde edildi (P <0,05). Yiizeylerin hiicre
cogalmasi Tlizerinde arttirict bir etkisi olmadigi anlasildi. Grafikte gozlenen hiicre
canliliginda hafif diigiis thmal edilebilir diizeydedir. Sonu¢ olarak poli(EHDA)-HA

firgalarin biyomedikal alanda yapilan calismalarda kullanilabilecegi 6ngoriildii.

4.6. AFM Nanolitografi Yontemi ile Polimer Fir¢alarin Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi

Nanolitografi, nano boyutta aletler kullanarak molekiil ve atom diizeyindeki malzemelerin
bir yere biriktirilmesi veya oradan uzaklastirilmasidir. Son zamanlarda polimer yiizeylerin
yapilandirilmasiyla ilgili calismalar oldukga ilgi gormektedir. Desenli polimer fircalar
elektron 1511 kimyasal litografisi (EBCL), (Schmelmer, 2003; 2007; Steenackers, 2007),
fotolitografi (Lud, 2007), dip kalem litografi (Liu,2003) ve mikro temasli baski (mCP)
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(Dronavajjala, 2006; Jones, 2002) ve Langmuir — Blodgett (LB) litografisi (Brinks, 2007)
gibi yontemler dahil olmak iizere farkli yontemlerle elde edilmektedir. Ayrica, bu
yontemler haricinde Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) litografisi nanometre 6lgeginde
yiizey yapilandirma 6zelligi ile biiytik ilgi gormektedir. AFM litografisinin temel stratejisi,
yiizeylerde fiziksel veya kimyasal bir degisiklik meydana getirmek i¢cin AFM ucunun
yiizeye lokalize kuvvet veya elektrik alan uygulamasina dayanmaktadir. Mamin ve
arkadaslar1 (Mamin,1999), Bouchiat ve Esteve ve digerleri (Bouchiat, 1996), yumusak
polimer ylizeyler iizerinde AFM ile mekanik girinti veya c¢izim ile nanokanallarin ve

oluklarin olusumunu gostermislerdir.

Tez c¢alismast kapsaminda, AFM nanolitografisinden yararlanarak polimer fir¢a
yiizeylerinde mekanik ¢izim gergeklestirildi. AFM ile yapilan nanolitografi yonteminde
“trace” programi kullanildi ve yiizeyde nano boyutta kanallardan olusan desenler

olusturuldu (Sekil 4.22).

AFM tip ucu

Desenlenmis yiizey

Sekil 4.22. AFM ile uygulanan nanolitografi isleminin sematik gosterimi

Bunun i¢in 6nce AFM’de trace teknigi ile monomer bagl silisyum substrat yiizeyinde 10 p

uzunlugunda ve 1 p genisliginde kanallar agild1 ve kanal derinligi yaklasik olarak 13 nm
olarak belirlendi. (Sekil 4.23 ve 4.24).
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Sekil 4.23. Nano desenlenmis Si-EHDA yiizeyin 2D-AFM (a) topolojik ve (b) faz
goriintiileri
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Sekil 4.24. Nano desenlenmis Si-EHDA yiizeyin 3D-AFM (a) topolojik ve (b) faz
goriintiileri

Si-EHDA yiizey iizerinde ¢izilen {i¢ ¢izgili desenin bulundugu alan dikey konuma
cevrilerek dikeyde ili¢ ¢izgi ¢izildi ve bdylece 1 puzunlugunda yaklasik 200 nm
genisliginde monomer ylizeyden kaldirilarak, Si-EHDA yiizeyinde kanal derinligi yaklasik
12 nm olan kanallar agildi (Sekil 4.25 ve 4.26).
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Sekil 4.25. AFM nanolitografi yontemiyle yiizey iizerinde yatay 3 ¢izgi ¢izimi {izerine
dikey 3 ¢izgi ¢iziminin 2D-AFM (a) topolojik ve (b) faz goriintiileri
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Sekil 4.26. AFM nanolitografi yontemiyle yiizeyde yatay 3 ¢izgi ¢izimi iizerine dikey 3
¢izgi ¢iziminin 3D-AFM (a) topolojik ve (b) faz goriintiileri

Si-EHDA yiizey tlizerinde farkli bir alanda tekrar AFM nanolitografi kullanilarak ii¢ ¢izgi
cizildi ve 1 puzunlugunda yaklasik 200 nm genisliginde monomer yiizeyden kaldirilarak,

kanal derinligi yaklasik 12 nm olan kanallar Si-EHDA yiizeyinde agildi.
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Sekil 4.27. AFM nanolitografi yontemiyle yilizeyde yatay 3 ¢izgi ¢iziminin 3D-AFM (a)
topolojik ve (b) faz goriintiileri
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Sekil 4.28. AFM nanolitografi yontemiyle ylizeyde yatay 3 ¢izgi ¢izimi ¢iziminin 3D-AFM
(a) topolojik ve (b) faz goriintiileri
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Si-EHDA polimer firgalar 0,09; 0,04 ve 0,02 (katalizér/monomer (mmol/mmol)
katalizor/monomer oranlarinda oda sicakliginda 6 saat polimerizasyondan sonra
poli(EHDA) firgalar hazirlandi. AFM nanolitografi yontemi kullanilarak yiizey iizerinde
mekanik ¢izim gerceklestirilerek yiizey iizerinde nano kanal olusumu saglandi,
desenlenmis yiizeylerin morfolojileri hakkinda bilgi edinmek amaciyla AFM goriintiileri
alindi. Yiizeylerin 5x5 um®lik alanlart AFM ile goriintileri alindi ve elde edilen

gortintiiler Sekil 4.29°da verildi.

(a) (b)
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Sekil 4.29. AFM nanolitografi yontemiyle Si-poli(EHDA) yiizeyinde 4 ¢izgi ¢iziminin
AFM (a) topolojik ve (b) faz goriintiileri

AFM goriintiileri (Sekil 4.29) incelendiginde yiizeyler iizerinde yaklagik olarak 25 nm'lik
molekiiler kanallarin agildigi ve Si-EHDA ylizeylere gore kanallarin kalinliklarinin
yaklagik olarak 13 nm’lik artis meydana geldigi belirlendi. Boylece yiizey {iizerinde
yaklagik olarak 25’nm lik polimer firca tabakasinin sentezlendigini gostermektedir. Bu
deger elipsometre oOlglimlerinden alinan deger ile yaklasik olarak uyum igerisindedir.
Yiizeyin rms degeri ortalamasi 10,56 nm olarak o6l¢iildii. Yiizeyde polimer fircanin
olusumuyla yiizeyin piiriizliligi olgiisiinde yaklagik olarak 6 nm’lik bir artis meydana

geldigi tespit edildi.
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Daha sonra tiyol-en klik tepkimesi ile poli(EHDA)-HA firgalar elde edildi. AFM
nanolitografi yontemiyle mekanik ¢izim uygulandiktan sonra yiizeyin morfoloji hakkinda
bilgi edinebilmek amaciyla yiizey iizerinde 10x10 umz’lik alanlart AFM ile incelendi
(Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. AFM nanolitografi yontemiyle Si-poli(EHDA)-HA yiizeyinde 4 ¢izgi ¢iziminin
AFM (a) topolojik ve (b) faz goriintiileri

AFM goriintiileri  (Sekil 4.30) incelendiginde ylizey iizerinde olusan kanallarin
derinligininin yaklasik olarak 32 nm oldugu belirlendi ve kanal kalinhigindaki artisin
yiizeye tiyol-klik ile baglanan hiyaliinorik asitin baglanmasini1 gostermektedir. Bu deger
elipsometre Ol¢iimlerinden alinan deger ile yaklasik olarak uyum igerisindedir. Yiizeyin
rms degeri ortalamast 13,07 nm olarak Olciildii. Yiizeyde polimer fircanin olusumuyla

ylizeyin piiriizliliigi 6l¢iisiinde yaklasik 3 nm’lik bir artis meydana geldigi belirlendi.
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4.7. Si-(EHDA)-HA Fircalara DNA immobilizasyonu

Deoksiriboniikleik asit (DNA) tiim canli organizmalarin kalitsal bilgilerini tagiyan, gelecek
nesillere aktaran yapi tasidir. DNA veya riboniikleik asit (RNA) gibi tiim niikleik asitler
seker veya sekerin bir tiirevinden, fosforik asit ve bazdan olusur ve hiicre ¢ekirdeginde
bulunur. DNA niikleotit ad1 verilen iki polimerden olusurlar. Niikleik asit molekdiliiniin tek
dizilimli hali, eslenigini tanima ve ona baglanmasiyla ¢ift zincirli tek bir yap1 haline gelme
(hibrizide) yetenegi sayesinde biyosensorler gen problarinda kullanilmaktadir (Rajendran,
2002). Biyo-sentez, inorganik nano veya makropartikiillere biyomolekiillerin (RNA veya
DNA) immobilizasyonunu saglar. DNA immobilize edilmis nano veya makropartikiiller
ligand saflastirma, manyetik rezonans, floresans goriintiilleme, hiicre hedefleme, teshis
tahlili ve ila¢ dagitimi gibi uygulamalarda kullanilir. DNA ile modifiye edilmis yiizeyler,
biyoteknoloji alaninda 6nemli bir yere sahiptir (Lund, 1988; Pan, 1998). Ancak bu
yilizeylerin bazi yonleri optimum olmaktan uzaktir ve yiizey kimyasi zayif bir sekilde

kalmistir. DNA ile modifiye edilecek ylizeylerde istenen 6zellikler;

a) Yiizey diizglinliigii ve kimyasal homojenlik,

b) yiizey kimyasal 6zelliklerini (spesifik olmayan baglanma 6zelliklerine gii¢lii bir sekilde
etki eden polarite veya hidrofobiklik gibi) kontrol etme yetenegi,

c) DNA hibridizasyonuna (dubleks olusumu) ve ligaz, polimeraz ve kisitlama enzimleri
gibi DNA degistirici enzimlerle enzimatik manipiilasyona elverislilik,

d) DNA yiizey yogunlugunu kontrol etme yetenegi,

e) Isil ve kimyasal kararlilik,

f) Tekrarlanabilirlik.

Bu kriterlerden herhangi birine uyan kimyasal ylizeyler kullanilabilir (Strother, 2000).

DNA hibridizayonu, DNA/DNA veya DNA/RNA arasinda hibrit molekiiller olusturulmasi
temeline dayanmaktadir. DNA hibridizasyonunda ilk olarak hedef niikleik asitle birlesecek
bir proba ihtiyag¢ vardir, prob kati1 bir matrikse tutturulur ve prob ve hedef denatiire edilir,
denatiire edilmis prob, igerisinde hedefin bulundugu ¢ozeltiye konur, eger hedef ve prob
arasinda homolog sekanslar varsa, prob hedefe baglanir (hibridizasyon). Kolorimetrik,

kemiluminesans ya da otoradyogafi gibi yontemlerle hibritlesmis probun analizi yapilir.



82

Tood ve arkadaglar1 (Strother, 2000) Si-H yiizeyini oligodeoksiniikleotitlerin ile modifiye
etmislerdir. Calismalarinda Si-H ylizeyine dnce 10-undesilenik asit (UDA) molekiili,
sonra elektrostatik olarak polilisin (PL) molekiilii daha sonra siilfosiiksinimitil 4- (N-
maleimidometil)-sikloheksan-1-karboksilat (SSMCC) molekiilii baglanmistir. Tiyol ile
modifiye edilmis DNA, SSMCC'ye molekiiliine baglanarak elde edilen DNA-modifiye
silisyum yiizeyler DNA hibridizasyonu i¢in miikkemmel 6zgiillilk ve kimyasal kararlilik
sergiledigi goriilmiistiir. Andrew ve arkadaslari, Si-H yiizeylerini 16 saat toluen i¢inde 4,4-
dimetoksitit korumali (DMT)-wundesenol ile tepkimeye sokarak yiizeylerin alkilasyonunu
saglamislar, daha sonra alkillenmis yiizeylere DNA baglayarak hibridizasyon isleminde
kullanmuslardir (Pike, 2002).

Oillic ve arkadaslar kat1 destegin diislik yiikleme kapasitesi ve mikroyiizeylerdeki DNA
hedeflerinin problara zayif erisimi gibi dejavantajlart ortadan kaldirmak amaciyla
polikristalin silisyumda nano yapi olusturan bir c¢alisma yapmislardir. Nanoyapi
yogunlugunun floresans tizerindeki etkisini incelemislerdir. Floresans yogunlugu ile DNA
mikrodizileri i¢in substrat yiizeyinde olusturan silisyum taneciklerinin yogunlugu
arasindaki iligkiyi arastirmislardir. Bu silanize yapilarin performansini, tamamlayici
floresans etiketli oligoniikleotit hedeflerini kullanilarak gergeklestirilen hibridizasyon
deneyleri ile belirlemislerdir. Bu yeni yiizeylerde hedeflerin problara erisilebilirligin daha
yiiksek olmasi ve biyomolekiil yogunlugunun artmasi floresans sinyalindeki yogunluk
artisi ile gostermislerdir (Oillic, 2007). Literatiirde yer alan bu ¢alismalar sonucunda DNA
immobilizasyonu i¢in kullanilan istenilen u¢ gruplara sahip ylizeylerin kimyasal kararlilig

hakkinda bilgi edinildi.

Bu calismada, silisyum yiizeyinde yiizeyde baglatilan ROMP ve tiyol-en tepkimesi
kombinasyonu ile [katalizor]/[monomer] oranm1 0,04 ve 0,02 oraninda sentezlenen
poli(EHDA)-HA firgalara EDAC varliginda 6,1 pH asetat tampon ¢ozeltisi igerisinde tek
zincir RNA probu Mt20f bagland: (Sekil 4.31).
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EDAC/NHS
Asetat tampon
(25C)

_>
Prob RNA
Asetat tampon
(25°C)

Sekil 4.31. Poli(EHDA)-HA firgalara tek zincir RNA probunun baglanmasinin sematik
gorunimu

Tek zincir RNA Mt20f probu bagh poli(EHDA)-HA firgalar, pH 7,4 PBS ¢ozeltisinde
hazirlanan Hoechst 33258 (pentahidrat (bis-benzimit), (Ayyarma=346 nm, Aemisyon=460 NM)
ile boyandi ve floresans spektroskopisi ve Lazer Taramali Konkofal Mikroskop ile
karakterizasyonu yapildi. Ayrica Floresans spektroskopisi ve Lazer Taramali Konkofal
Mikroskobu Ol¢limleri i¢in DNA hibritlesmesi olmayan poli(EHDA)-HA fir¢a kontrol
numunesi olarak kullanildi. Hoechst 33258 boyasiyla muamele edilen poli(EHDA)-HA
fircalara ait floresans spektrumu (Sekil 4.32) ve konfokal mikroskobu goriintiileri Resim
4.1' de verildi. Spektrum ve goriintiiler incelendiginde poli(EHDA)-HA fir¢alarda

beklenildigi gibi floresans siddetine rastlanmadi.
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Sekil 4.32. Farkli [katalizor]/[monomer]| oraninda a) 0,04, b) 0,02 hazirlanan poli(EHDA)-
HA (siyah) ve poli(EHDA)-HA-prob RNA (Hoechst 33258 boyasinin
spektrumu) sistemlerinin floresans spektrumlari
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Resim 4.1. a) Kontrol Si-Poli(EHDA)-HA yiizeyine ait ve b) Poli(EHDA)-HA-prob RNA
yiizeye ait 2-boyutlu konfokal mikroskobu goriintiileri

Immobilizasyonu yapilmis Poli(EHDA)-HA-prob RNA substratinin  Hoechst 33258
boyasiyla elde edilen Floresans spektrumunda 450 nm’de bir absorbans gézlemlendi (Sekil
4.32). Ayrica, konfokal mikroskopla alinan goriintiideki floresans sinyalleri Poli(EHDA)-
HA zincirlerine prob RNA molekiillerinin baglandigini gostermektedir.

Literatiirde Cesarone ve arkadaslarimin yaptig1r bir ¢alismada Hoechst 33258 boyasi ile
DNA komplekslendiginde, 33258 Hoechst’in neden oldugu artan floresans miktarini
kantitatif olarak tahmin eden DNA mikrodeterminasyon yontemini sunmuslardir.
Spektrumda serbest boya floresanst ile DNA ile muamele edilmis boya floresansi
gosterilmis ve DNA ile komplekslesen boya numunesinin floresans sinyalini arttigini
belirtilmistir (Cesarone, 1980). Kim ve arkadaslari, Hoechst 33258 boyasinin artikiiler
kikirdaklarin  papain  Ozleri igindeki DNA igerigini Olgmek i¢in  kullanilip
kullanilamayacagini belirlemek amaciyla incelemiglerdir. Bunun i¢in incelenecek kisimlar
boya c¢ozeltisi ile karistirllmis ve floresans emisyonu Olgiilmiistiir. Floresans
emisyonundaki degisim DNaz'a ve RNaz'a diren¢ gosterdigi gibi DNA i¢in spesifik
oldugunu gostermistir (Kim, 1988). Bu g¢alismalar sonucunda Hoechst 33258 boyasinin
DNA ve RNA ile komplekslestiginde floresans sinyalinin arttig1 anlagilmaktadir.

Ayrica Poli(EHDA)-HA-prob RNA sisteminin AFM goriintiisii alindiginda yiizeyin
homojen goriinimde oldugu goriildii ve rms degeri 14,8 nm olarak belirlendi. Buna gore
yizeyde RNA molekiiliiniin immobilizasyonu nedeniyle rms degerinde 1,73 nm’lik bir

artts meydana geldigi tespit edildi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Poli(EHDA)-HA-prob RNA yiizeyinin 2D-AFM (a) topolojik ve (b) faz
goriintiileri

4.8. DNA Hibritlesmesi

Poli(EHDA)-HA-prob RNA substratt pH 7.4 olan hedef DNA (MtDNA-16084-35
(CATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCCTTAAATAAGACATCACGATGGAT
CACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGG) ¢ozeltisinde 95 °C’ta 5 dakika siire
ile bekletildi ve DNA molekiiliiniin denatiirasyonu saglandi ve yiizeyde polimer firgaya
bagli bulunan prob-RNA’ya hedef DNA molekiiliiniin baglanmas: saglandi ve DNA
¢ozeltisi daha sonra 60 °C’ye sogutularak hibridizasyonu saglandi (Sekil 4.34).
Hibridizasyonu yapilmis substrat Hoechst 33258 boyas1 ile boyandiktan sonra floresans

spekrumu (Sekil 4.35) ve konfokal mikroskobu goriintiileri alind1 (Resim 4.3).

(@

AN
4 A

A% Qﬁ 60°C a

e €
_?:& Hibridizasyon

95 . e
o] + :;s A
= Denatiirasyon .
- HN—‘(C.\
7, o s/_l )
Prob DNA ‘Q'Z 3‘{

Sekil 4.34. Poli(EHDA)-HA-prob RNA’nin yiizeyde hibridizasyonunun sematik gorinimii



86

aton s poLi{EHDAFHA e s poli[EADA}HA
ool ¥ —poliEHDAFHA-  ssa] == polifEHDA}HA-
ENA | R4
e pOLi(EHDA}HA- . e poli(EHDA}HA-
DRV i

DNA
|
1000 1
500 |
— —

|
100 3% 400 450 %0 5% &0 o A 400 450 o 5H G0

Florezansz Siddeti
Florezans Siddeti

-3 §EY 1S

Dalga boyu (nm) Dalga boyu (no)

Sekil 4.35. Iki farkli [katalizor]/[monomer] oraninda a) 0,04, b) 0,02 hazirlanan
poli(EHDA)-HA (siyah) poli(EHDA)-HA-probRNA (mavi), Poli(EHDA)-
HA-probRNA-DNA (kirmiz1) floresans spektrumlar:

Resim 4.2. Poli(EHDA)-HA-probRNA-DNA sistemine ait konfokal mikroskobu goriintiisii

DNA hibridizasyonu yapilan yilizeylere ait floresans spektrumu (Sekil 4.35)
incelendiginde, hibritlesme sonucu elde edilen ylizeylerde floresans siddetinin arttig1
goriildli. Bu durum beklenen bir sonuctur ¢iinkii Hoechst 33258 bisbenzimidazol floresans
boyasinin RNA ile gosterdigi floresans artisi, DNA ile gosterdigi floresans artisindan 400
kat daha distiktir (Telhag, 1975). Buna ek olarak yiizeyin konfokal mikroskobu
gortintiileri Resim 4.2°de verildi. Goriintilerde DNA hibridizasyonu yapilan yiizeyin
floresans sinyallerinin ¢ok oldugu dolayisiyla yiiksek hibridizasyonun gergeklestigi
soylenebilir.
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Sekil 4.36. Poli(EHDA)-HA-probRNA-DNA yiizeyinin 2D-AFM (a) topolojik ve (b) faz
goriintiileri

Ayrica Poli(EHDA)-HA-probRNA-DNA sisteminin AFM goriintiisii alindiginda yiizeyin
homojen goriiniimde oldugu goriildii ve rms degeri 20,1 nm olarak belirlendi. Buna goére

yiizeyde DNA hibridizasyonu nedeniyle rms degerinde 5,3 nm’lik bir artis meydana
geldigi tespit edildi (Sekil 4.36).

Bu sonuglar, poli(EHDA)-HA polimer firgalar yiizeyinde gergeklestirilen DNA
hibirtlesmesinin literatiirde var olan DNA hibritlesmelerine oranla daha karakteristik
oldugunu gostermektedir. Ayrica, fir¢a yiizeyinde bulunan HA molekiiliiniin biyouyumlu
olmasi, poli(EHDA)-HA yiizeylerinin biyometaryel olarak kullannomima da olanak
saglamaktadir. Bu nedenle elde edilen DNA-modifiye silisyum yiizeyleri, DNA
hibridizasyon sartlarina bagli olarak tekrarlanabilir sekilde hazirlanabilir ve spesifik
olmayan bir baglanma gostermez. Bu yiizeylerin aktif hedefleme 6zelligi kullanilarak ¢ok

faydal1 biyomateryaller ve biyolojik cihazlarin tasarlanabilecegi dngoriilmektedir.
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. SONUC VE ONERILER

Silisyum disk, UV-ozon islemiyle iizerlerindeki organik kirliliklerden arindirildi ve
yiizeylerin pirana ¢Ozeltisinde bekletilmesiyle hidroksil sonlu (Si-OH) yiizeyler elde
edildi ve SAM kosullart altinda APTES molekiilleri Si-OH yiizeyine baglandi. Si-
APTES yiizeyinin su degme acis1 58° olarak belirlendi.

ROMP igin uygun norbornen halkasi igeren EHDA monomeri sentezlendi, FTIR ve 'H
NMR olgtimleri ile yapis1 dogrulandi.

SI-APTES yiizeyine EHDA monomeri baglandi. GA-FTIR, su degme agis1 dlgiimleri,
elipsometre, XPS ve AFM ile karakterize edildi. Si-EHDA yiizeyinin elipsometrik film
kalinliginin 2 nm’den az oldugu ve su temas agis1 89° olarak belirlendi.

Yiizeyde baslatilan ROMP ile poli(EHDA) firgalar sentezlendi. Polimerizasyon igin
optimum siire 6 saat olarak belirlendi. Farkli siirelerde sentezlenen polimer firgalarin
karakterizasyonu GA-FTIR, su degme agis1 6l¢iimleri, XPS ve AFM ile yapildi.

Farkli katalizor/monomer oranlar1 ([katalizor]/[monomer] (mmol/mmol): (0,01, 0,02,
0,04 ve 0,09) kullanilarak da yiizeyde baslatilan ROMP ile poli(EHDA) fircalari
sentezlendi. Elde edilen polimer firgalarin GA-FTIR, AFM, XPS, su temas agis1 ve
elipsometri dlgiimleri yapildi. Si-poli(EHDA) polimer firgasinin su temas agis1 81° ve
elipsometrik kalinlig1 ise 10,3 nm olarak dl¢iildii.

Farkli [katalizor]/[monomer] oraninda c¢ozeltide olusun serbest polimerlerin mol
kiitleleri ve polidispersite degeri Biiyiiklikge Ayirma Kromatografisi (GPC) ile
belirlendi. Elipsometrik kalinlik ve mol kiitlesi degerleri kullanilarak poli(EHDA)
firgalarin agilama yogunlugu (o, zincir nm?) ve agilama noktalari arasindaki ortalama
uzaklik (D, nm), [katalizér]/[monomer] oranindan bagimsiz olarak sirasiyla 0,50 zincir
nm2 ve 1,65 nm olarak belirlendi.

Hibrit polimer firgalar elde etmek i¢in poli(EHDA) zincirlerine tiyol-en klik tepkimesi
ile tiyollenmis HA (Th-HA) biyomolekiilii baglandi. Elde edilen poli(EHDA)-HA
fircasinin karakterizasyonu GA-FTIR, su degme agisi1 6lgiimleri, XPS, SEM ve AFM ile
gerceklestirildi. poli(EHDA)-HA yiizeyinin su temas acgisi 48° ve elipsometrik
kalinlig1 17,3 nm olarak dl¢tildii.

Farkl1 [katalizor]/[monomer]| oraninda sentezlenen Si-poli(EHDA)-HA yiizeyleri AFM,
GA-FTIR ve su degme agis1 Ol¢iimleri ile incelendi ve optimum [katalizor]/[monomer]

orani1 0,04 ve 0,02 olarak belirlendi.
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Si-poli(EHDA)-HA yiizeylerinin MTT ile sitotoksisite testi yapildi ve polimer
fir¢alarinin biyouyumlu oldugu belirlendi.

AFM’de nanolitografi yontemi kullanilarak poli(EHDA) ve poli(EHDA)-HA firgalarin
film kalinliklar1 sirasiyla 25 nm ve 32 mm olarak 6l¢iildii.

DNA hibridizasyonu c¢alismalarinda [katalizor]/[monomer] orami 0,04 ve 0,02 Si-
poli(EHDA)-HA polimer firgalar kullanildi.

Si-poli(EHDA)-HA polimer fir¢a yiizeyine EDAC varliginda 6,1 pH asetat tampon
cozeltisi igerisinde tek zincir RNA probu immobilizasyonu yapildi. Tek zincir RNA
Mt20f probu bagh poli(EHDA)-HA fircalar pH 7,4 PBS c¢ozeltisinde hazirlanan
Hoechst 33258 (pentahidrat (bis-benzimit), (A\uyarma=346 nm, Aemisyon=460 nm) ile
boyandi ve AFM, Floresans spektroskopisi ve Lazer Taramali Konkofal Mikroskobu ile
yiizeylerin karakterizasyonu yapildi. DNA hibritlesmesi olmayan poli(EHDA)-HA fir¢a
yiizeyi Floresans spektroskopisi ve Lazer Taramali Konkofal Mikroskobu 6l¢iimleri igin
kontrol numunesi olarak belirlendi.

Poli(EHDA)-HA-prob RNA substrati hedef DNA ¢ozeltisinde ilk olarak 95 °C 5 dakika
stire ile bekletildi ve hedef ve probun denatiirasyonu saglandi. Hedef ve prob arasinda
homolog sekanslarin eslesmesi gercekleserek, DNA ¢ozeltisinin 60 °C’ye
sogutulmasiyla yiizey tizerinde DNA hibridizasyonu saglandi. DNA hibridizasyonu
yapilmis olan yiizey Hoechst 33258 boyasi ile boyandiktan sonra floresans spekrumu ve
Lazer Taramah Konkofal Mikroskobu gériintiileri alindi.

Biyomolekiil esash sistemlerin gelistilebilmesi i¢in biyomolekiillerin kati yiizeyine
immobilizasyonunun etkin bir sekilde gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada,
yiizeyde kimyasal daymimi yiiksek ve iyi tasarlanmis poli(EHDA) polimer firgalarinin,
mol kiitlesi yliksek biyomolekiillerin immobilizasyonunda etkin bir rol oynadig
goriildii. Boylece biyomolekiillerin kat1 ylizeyine immobilizasyonu sirasinda, ylizeye
bagli molekiillerin sicaklikla yiizeyden desorbe olmasi veya zincir esnekligi zayif olan
polimer fircalara mol kiitlesi yiiksek biyomolekiillerin baglanmasi sirasinda rastlanan
zincir kirilmalar1 gibi olumsuzluklarin 6niine geg¢ilmesi saglandi. Ayrica, biyouyumlu
poli(EHDA)-HA firgalarinin  biyomedikal cihazlarin iretiminde ve tami Kkiti

calismalarinda kullanilmasi beklenmektedir.
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