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TOBITAK

ONsOz

Bir nanocihazin geligtiriimesinde énemli bir asama; hareketli yapi taslarini ve hareket
kontrolinU istenilen fonksiyonlara sahip cihazlar dogrultusunda birlestirmektir. Bilesenlerin
pozisyonunu ve hareketini nano boyutlarda kesinlestirmek nanocihazlarin nanoelektronikler,
optoelektronikler ve nanofotonikler gibi ¢cok sayida uygulamadaki kapasitelerini buyuk 6lgtide
geligtirir. Bu projede enerjiyi mekanik ise ¢eviren molekiler motorlar ve 1sik aktivasyonuna
sahip molekiiler rotorlar kullanilarak optoelektronik ve plazmonik uygulamalarin gelistiriimesi

amaclanmigtir.

Bu amacla; molekller déonme ve hareketlerin tek molekullerin direkt uyariimasinda
kullaniimasi incelenmistir. Ayrica sentetik ve biyolojik molekdller, potansiyel fotovoltaik ve
optoelektronik cihaz uygulamalari igin motorlarin ve rotorlarin gelistiriimesinde kullaniimigtir.
Boylece yeni ve iyilestiriimis molekller motor ve rotorlarin tasarimi ve Uretimi i¢in yeni

nanomalzemeler ve teknikler gelistiriimesine yonelik 6nemli bulgular elde edilmistir.

Bu proje kapsaminda yapilan biitiin calismalar TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Bir nanocihazin geligtiriimesinde énemli bir asama; hareketli yapi taslarini ve hareket
kontrolln(, istenilen fonksiyonlara sahip cihazlar dogrultusunda birlestirmektir. Bilesenlerin
pozisyonunu ve hareketini nano boyutlarda kesinlestirmek nanocihazlarin nanoelektronikler,
optoelektronikler ve nanofotonikler gibi ¢cok sayida uygulamadaki kapasitelerini buyik élgtide
geligtirir. Bu projede, molekiler dénme ve hareketlerin tek molekillerin direkt uyariimasinda
kullaniimasi incelenmigtir. Sentetik ve biyolojik molekuller, motorlarin ve rotorlarin

geligtiriimesinde kullaniimistir.

Bu proje iki ana bélimden olusmaktadir: ilk bolimde, enerjiyi mekanik ise geviren molekuler
motorlar kullaniimistir. Dogada kinesin gibi motor protein olarak bulunan molekuler motorlar
hicre icinde verimli, dayanikli ve nanoboyutta makinelerdir. Projenin ilk kisminda potansiyel
optoelektronik ve plazmonik uygulamalar igin mikro ve nanodesenli ylUzeylerde altin
nanogubuklarin kinesin motor proteini ile hareketini saglayan molekuler tasiyicilari iceren
yeni bir biyomimetik nanocihaz olusturulmasi yoninde c¢alismalar yapimistir. Bu
c¢alismalarda mikrotibduller kullanilarak ytzeyi desenlendiriimis cam veya silikon ytzeylerden
olusan molekiler tasiyicilar ve altin nanogubuk bagl kinesin motorlar Uretilmistir. Cesitli
donustirme mekanizmalarinin incelenmesi icin, lokalize yuzey plazmon rezonansi dl¢gimleri,
atomik kuvvet ve taramali tlinelleme mikroskobu (AFM/STM), taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve cesitli ylizey analiz teknikleri kullaniimistir. Projenin ikinci kisminda ise alkinil-
konjuge aromatik sistemler temel alinarak yeni molekiller rotorlar altin ve yuksek
oryantasyonlu 1sil grafit (HOPG) gibi ylzeylerde gelistiriimis ve bu rotorlarin STM/AFM
kullanilarak 1sik aktivasyonlari incelenmistir. Genel olarak, bu projenin ¢iktilari malzeme,
biyoteknoloji, tarim, savunma ve diger benzer endistrilerde dogrudan uygulamalarda yeni ve

gelismis nanocihazlarin dretilebilmesi icin yeni nanomalzemeler ve tekniklerin gelistiriimesi
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yonunde 6nemli bulgular saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Nanolitografi, Nanocihazlar, Oz-diizenli tek katmanlar, Lokalize yiizey

plazmon rezonansi, Taramali elektron mikroskopisi, Anahtarlar, Optoelektronikler.

ABSTRACT

An important step to generation of nanodevices is to incorporate moving building blocks and
control the motion towards constructing devices with the desired function. The accurate
positioning and movement of components within the nano-scale range enhances greatly the
capabilities of nanodevices in numerous applications such as nanoelectronics,
optoelectronics and nanophotonics. In this project, we have explored molecular rotation and
motion to facilitate precise direct manipulation of single molecules. Synthetic and biological
molecules were used to develop motors and rotors for potential applications in photovoltaic

and optoelectronic devices.

This project was composed of two main parts: In the first part molecular motors were used.
Molecules converting energy into mechanical work, so-called molecular motors, are excellent
tools for the opperation of nanomachineries. In nature, molecular motors exist as motor
proteins that are efficient, robust, and versatile nanoscale machines in cells. In this part of
the project, we designed a novel biomimetic nanodevice combining the motor protein kinesin-
driven molecular shuttles with gold nanorods on micro- and nanopatterned surfaces for
potential optoelectronic and plasmonic applications. To do this, molecular shuttles were
generated by patterning microtubules and gold nanorod-binding kinesin motors on a glass or
silicon surface. To investigate different transduction mechanisms, localised surface plasmon
resonance measurements, atomic force and scanning tunneling microscopy (AFM/STM),
scanning electron microscopy (SEM) and various surface analyses instruments were used.
In the second part we developed novel molecular rotors based on alkynyl-conjugated
aromatic compounds on substrates, such as gold and highly oriented pyrolytic graphite
(HOPG), and investigated the light activation of these rotors using scanning tunnelling and
atomic force microscopy (STM/AFM). Overall, the outcomes of this project provide important

findings towards generation of new nanomaterials and techniques for development of novel

ix
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and improved nanodevices with immediate applications in material, environment,

biotechnology, agriculture, defence and other relevant industries.

Keywords: Nanolithography, Nanodevices, Self-assembled monolayers, Localised surface

plasmon resonance, Scanning probe microscopy, switches, optoelectronics.
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1. GIRIS

Bu projede, bilimsel ve teknolojik dneme sahip nanomalzemeler ve yeni metotlar gelistirilerek
molekuller elektronik ve mekano/opto-elektronik uygulamalarda yeniliklere platform
saglanmasi amaglanmigtir. Bu amagla; oncelikle cam ve silikon ylzeylerde fotolitografi
teknigi kullanilarak mikron boyutlu kanallarla desenler olusturulmustur. Olusturulan desenli
yuzeyler Uzerinde, mikrotlbdller ve altin nanogubuk bagh kinesin motorlu molekiler
tasiyicilar hazirlanmigtir. Ayrica altin veya ylksek oryantasyonlu isil grafit (HOPG) ylzey
Uzerinde alkinil-konjuge aromatik bazli yeni tip rotor molekiller hazirlanmis ve tek bir
molekulin hareketini kontrol etmek ig¢in yeni bir yontem geligtiriimistir. Taramali ug¢
mikroskobu, lokalize ylizey plazmon rezonansi, ylzey plazmon rezonansi gibi farkli teknikler

kullanilarak molekiler rotor ve motorlarin dizilimleri incelenmistir.

2. LITERATUR OZETI

2.1 Oz-diizenli tek katmanlar

Molekdillerin kararl sartlar altinda yapisal anlamda iyi tanimlanmis sekilde kendi kendilerine
bir araya gelmesine molekuler 6z-dizen denir (Whitesides vd., 1991). Buradaki amag,
onceden belirlenmis molekuller arasi baglanma oOzellikleri ile birlikte, molekuler yapi taglari
sentezlemek ve bunlar kullanarak istenilen yapisal nanoyapilar elde etmektir. Bu yapilarin
hazirlanmasi nanoteknolojinin uygulama alanlari agisindan 6nemlidir. En basta akla gelen
uygulama alanlar olarak ylzey fonksiyonellestirme (Messersmith ve Textor, 2007),
biyosensorler (Davis ve Higson, 2005) ve molekiler elektronik (Rosei vd., 2003) sayilabilir.
Molekuler 6z-duzenli katmanlarda hem molekil-yizey hem de molekul-molekil etkilesimi
onemlidir. Bu nedenle 6z-dizenli katmanlarin temelinde yatan etkilesimlerin anlagiimasi ve
0z-duzenli katmanlar kavramindaki karmasikligin arastiriimasi, istenilen molekuler yapilarin
tasariminda ve olusumunda oldukga etkilidir. Molekiler 6z-dizen islemi metalik ylizeylere
absorbe olan molekiller arasindaki kimyasal etkilesimler sonucu olugsmaktadir. Sekil 2.1’de
de goruldiga gibi genel olarak, 6z-dizenli tek katman olusturabilen molekiller t¢ bélimden
olusur. Bunlar; bas grup, molekiler omurga grubu ve ug¢ grup olarak isimlendirilirler. Bas
grubun ylzeye kimyasal baglanmasi 6z-dizenli tek katman olusumundaki en dnemili

basamaktir. Ylzey ile molekil arasindaki gugli etkilesim sonucu, bas grup ile ylzey
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arasinda kimyasal bir bag meydana gelir. Ornegin yiizeyler tizerinde silan bilesikleri bagli ise
kovalent Si-O bagi, altin ylzeyler Gzerinde tiyol bilesigi bagl ise Au-S bagi, gimus yuzeyler
izerinde karboksilik asit bilesigi bagh ise —COO'Ag* badi olusmaktadir. Oz-diizenli tek
katman olugsumunda, Van der Waals ve London kuvvetleri molekullerin kendiliginden bir

araya gelmeleri ve ylzeye duzenli sekilde baglanmalarini saglar.
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Sekil 2.1. Oz-dlizenli tek katman olusumu

Oz- dlzenli katmanlar terimi ilk olarak 1983 yilinda Nuzzo ve Allara (1983) tarafindan altin
yuzeyler Uzerine alkil disulfitlerin baglanmasini ve alkantiyollerin yuzeylere kimyasal
absorbsiyonunu kesfetmeleri ile ortaya ¢ikmistir. Bu kesifle birlikte, organik bilesiklerin farkl
metal ylzeyler (Ag (Laibinis vd., 1991), Cu (Rieley vd., 1997), Fe (Lara vd., 1997), Al (Shen
ve Nyberg, 1993)) ve yari-iletken ylzeyler (GaAs (Sheen vd., 1992), InP (Gu vd., 1995))

Uzerine baglanmalarinin arastiriimasi yoninde 6nemli adimlar atiimistir.

Bunlarla beraber, tiyollerin Au(111) ylzeyine baglanma mekanizmasi ve kinetigi ile ilgili farkh
yluzey analiz teknikleri kullanilarak arastirmalar yapilmigtir. Bu tekniklerin basinda
elipsometre (Bain vd., 1989), yakin kenar X-i1sini adsorbsiyonu aritma yapisi (NEXASF)
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(Haehner vd. 1993), ylzey plazmon rezonansi (SPR) (Peterlinz ve Georgiadis, 1996), kitle
spektroskopisi  (Mrksich, 2008) gelir. ilk olarak Bain ve grubu (1989) Au(111) yiizey
uzerindeki tiyolli 6z-duzenli katmanlarin kinetigini anlamak icin ¢alismalar yapmigtir. Cogu
¢alismalar alkantiyol film olusumundan iki farkli kinetik dizenin sorumlu oldugunu
go6stermektedir. Bunlardan ilkinde tek katman olusumunun %80’e yakin bir kismi molekillerin
ylizeye baglanmasindan kaynakli olarak bir kag dakika icerisinde gerceklesir. ilkinden daha
yavas gerceklesen ikinci kinetik asamada ise tek katman olusumu bir ka¢ saat icinde
gerceklesir ve molekuller yonelimsel dizene gecerler. Molekiillerin ylzeyle etkilesimi
difizyon ve konvektif tasinim ile gerceklesir. Langmuir kinetik modeline goére molekdilerin
ylzeye baglanma orani ylzeydeki bos alan ile dogru orantihdir (Thomas vd., 1991; Buck vd.,
1992; Hahner vd., 1993).

Oz-diizenli tek katmanlarin karakterizasyonunda temas acisi lger ya da islanabilirlik gibi
fiziksel yontemlerin yaninda X-isini fotoelektron spektroskopisi (XPS) (Bourg vd., 2000),
elipsometre (Porter vd., 1987) taramali u¢ mikroskobu (SPM) (Poirier vd., 1997) gibi cesitli
spektroskopik teknikler de kullanilabilir. Bu yontemlerden SPM 6z-dizenli katmanlarin yapisi

hakkinda fikir sahibi olunabilmesinde énemli bir rol oynar.

2.2 Molekiiler Rotorlar

Molekller duzenekler son yillarda mekanik sistemlerin minyaturlestirimesindeki en buylk
hedeflerden biri olmustur. Bu dizenekler fonksiyonel molekuiler yapilari sayesinde diguk
maliyetli olma, kigluk olglye sahip olma, dusuk degiskenlik, son derece karakteristik
Ozelliklere ve kendi kendine 6z-duzenli yapiya sahip olma gibi nedenlerden dolay ilgi
¢ekicidir (Aviram ve Ratner, 1974; Tao, 2006; Lindsay ve Ratner, 2007; Joachim vd., 2000;
Donhauser vd., 2001; Wang vd., 2004).

Molekdiler rotorlar ortama gére dénme 6zelligine sahip veya bir pargasi diger parcasina goére
donme Ozelligine sahip molekuler dizeneklerdir. Farkh tipteki rotorlar 6zgun doénme
ligandlarindan dolay! farkli dénme acilarina sahiplerdir. Genelde daha buyuk eylemsizlik
momentine sahip olan kisim statér, daha kigik eylemsizlik momentine sahip olan kisim ise

rotator olarak adlandirilir. Rotor terimi ise molekilun geneline verilen isimdir.

Molekuler rotorlar c¢ozelti fazindaki, kati fazdaki ve yuzeye-monte fazdaki olarak Ug

kategoride incelenebilir. Codzelti fazindaki molekuler rotorlar ¢ozeltide serbest halde
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dolasirlar. Kati fazdaki molekuler rotorlar kati bir destegin ylzeyinde konumlanirlar. Yizeye-
monte molekuler rotorlar ise kati destegin yuzeyine baglidirlar. Cozelti fazindaki molekuler
rotorlarda, statdr ile rotatdér arasindaki fark belirsizdir. Kati faz molekiler rotorlarinda
molekilin kati destege yakin kismi statdérdir. Ylzeye-monte molekuiler rotorlarda ise kati
destege bagll olan statér kismi net bir sekilde tanimlanabilir. Bunlara ek olarak, dénme
eksenlerine gore yapilan siniflandirmada; eger rotatériin déondigi dénme ekseni ylzeye dik

ise azimut rotor, paralel ise ylUkseltisel rotor olarak adlandirilir.

ilk olarak Gimzewski ve grubu (1998) STM élciimlerine dayali molekiiler rotor gézlemlemistir.
Bu calismada, heksa-tert-bitidekasiklen (HTB) olarak adlandirilan ve 1.5 nm c¢apinda
poliaromatik halka ve 6 tane tert-bitil ayaklardan olusan bir molekdl kullaniimistir. Calismada
STM sadece molekull gorintilemek icin degil ayni zamanda molekli manipule etmek igin
de kullaniimistir. Yine ayni grup tarafindan 2006 yilinda yeni bir molekil Gzerine calismalar
gerceklestiriimis ve 6zel dizayn edilen 5 fenil ve bir primidin grubundan olusan bu molekdl
(HB-NPB, C64N2H76) Cu(111) yuzey Uzerine kaplanmistir (Chiaravalloti vd., 2007). Sekil
2.2'de de gorlldugu gibi 6-disli tekerlek islevi géren tek bir donen HB-NPB molekuli pinyon,
0z-duzenli molekuler yaplilar ise digli olarak gdzlemlendigi i¢in bu yapiyr molekuler-digli-ve-
pinyon olarak adlandirmiglardir. Tek molekll rotasyonunu kanitlamak i¢in STM tipi ile pinyon

molekilinin éz-dizenli molekiller yapi etrafinda dénidsini gostermislerdir.

/'O fo,.

Sekil 2.2. (A) HB-NPB molekulinun kimyasal yapisi, (B) Digli-pinyon yapisinin makroskopik
gOrinimu (Chiaravalloti vd., 2007)
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Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda yluzeye-monte molekuler rotorlarin molekiler donis
oranini ve enerji bariyerlerini hesaplamak igin taramall tlinelleme mikroskopisi (STM) gibi
deneysel teknikler kullaniimigtir. Asetilen (Stipe ve Rezaei, 1998; Dunphy vd., 1998;
Matsumoto vd., 2005) ve cis-2-bitan (Sainoo vd., 2003; Sainoo vd., 2005) molekdllerinin
rotasyonu esnemez elektron tunelleme (IET) deneyleri ile incelenmigtir. Dielektrik karsilik ve
STM oOlgumleri ile silika yuzeyler Uzerinde klorometil- ve diklorometilsilii molekullerinin
rotasyonel dinamikleri hakkinda bilgi edinilmistir (Kottas vd., 2005; Clarke vd., 2002; Wang
vd., 2004; Zheng vd., 2004). Cu(111) ylzey Uzerindeki halojenize tiyofenol molekdillerinin
diusuk sicakliklarda da donebildigi gézlenmistir (Rao vd., 2003; Rao vd., 2004). Metantiyol
(MeSH) molekilinin S-Au bagini donme ekseni olarak kullanip, bdylece altin ylizey

Uzerinde donebildigi gortulmustir (Puigmarti-Luis vd., 2014)

2.3 Taramali Tiinelleme Mikroskobu

Taramali  tUnelleme mikroskobu yuzey  bilgisinin nanometre mertebesinde
géruntilenebilmesini saglar. ik olarak 1982 yilinda Binning ve Rohrer tarafindan bulunmus
ve buglne dek ¢cok sayida uygulama alanina sahip yaygin olarak kullanilan bir ara¢ haline
gelmistir (Binning vd., 1986). Sekil 2.3'de sematik goruntisi verilen taramali tinelleme
mikroskobunda metal uglu (Pt — Ir) tip ile incelenmek istenen d6rnek arasinda bir voltaj
olusturulur ve metal uglu tipten 6rnede elektron gegisi saglanir. Elektron gegisi ile saglanan
tinelleme akimi ylizey topografi bilgisi elde etmemizi saglar. Ornek ile metal uglu tip
arasinda bu tunelleme akiminin olusabilmesi icin 6rnegin iletken olmasi gerekmektedir. Bu

nedenle STM sadece iletken yuzeylerin incelenmesinde kullanilir.
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Sekil 2.3. STM'in sematik goruntisu (IAP/TU Wein STM Gallery)

Genel olarak STM iki ayri modda calistirilabilir:

- Sabit ylkseklik modu

- Sabit akim modu

Sabit yuseklik modunda metal ucglu tip ile ylizey arasinda belirli bir mesafe vardir ve

tinelleme akimi de@erleri kaydedilir. Bu degerler ylzeyin topografisi ile ilgili bilgi verir.

Sabit akim modunda ise dlgimlerde geri-bildirim Unitesi, yuzey tarama iglemi gergeklesirken
tinelleme akimini sabit tutar. Ylzeyin topografisine gére metal uglu tipin z-ekseni yoniunde
hareket etmesini sadlayacak bir sinyal piezoelektrik donusturtciusine uygulanir ve bdylece
metal ucglu tip z-ekseni yonundeki kontrol sayesinde yuzeye yakinlagtirihp uzaklagtirilabilir.
Tunelleme akimi sabit kalir.

Her iki mod bize yuzeyin topografisi hakkinda bilgi verir. Sabit ylukseklik modunda her bir
piksele karsilik gelen tinelleme akimi degeri sayesinde, sabit akim modunda ise her bir

piksele karsilik gelecek z-kontrol gerilimi degeri sayesinde ylzey topografisi elde edilir.

Taramali tiinelleme mikroskopunun ¢alisma prensibi elektron tlinellemesi Uzerine kuruludur.
Kuantum tinelleme teorisine goére, bir elektronun potansiyel enerjisi toplam enerjisinden fazla

oldugunda tinelleme yapabilir (Wiesendanger, 1994). Baska bir deyisle, iki elektrot arasinda


http://www.iap.tuwien.ac.at/www/surface/STM_Gallery/stm_schematic.html
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belirli bir potansiyel farki var ise elektronlar bu iki elektrotlar arasindaki bariyerden tiinelleme

yaparak gegebilir.

Taramal tlnelleme mikroskobunun icadi ile birlikte ylzey bilimi 6nemli 6lgide gelisme
gOstermistir. Sadece ylzey goéruntileme degil, ayni zamanda ylzey analizlerinde de
kullanilan énemli bir arag haline gelmistir. ilk atomik ¢ozindrliikteki STM gérintist Si(111)
yuzeyi Uzerinde alhinmistir ve Si(111) ylUzeyindeki 7x7 dizilimini gostermistir. Si(111)
goérintistinden sonra cesitli metal yluzeyler Gzerinde STM gorintileri alinmaya devam
edilmistir (Binning vd., 1983). 1987 yilinda ilk defa Au(111) ylizey Uzerindeki altin
atomlarinin gértntisu alinmistir (Hallmark vd., 1987). Taramal tlinelleme mikroskobu yiizey
goruntuleme 6zelliginin yaninda atomik dlizeyde manipulasyon yapmak icin de kullaniimigtir.
Buna verilebilecek en bilinen érnek Eigler ve arkadaslarinin (1990) Ni(110) ylzey Uzerine Xe

atomlari ile IBM logosunu yapmalaridir.

Kisaca, STM, nanosistemlerin elektron diizenlerini anlamak igin énemli bir aractir. Bu sayede

STM elektronik aletlerin minyatirlestirimesinde 6énemli rol oynar.

2.4 Motor Proteinler

Bir nanocihazin gelistirimesinde 6nemli bir agsama hareketli yapi taslarini ve hareket
kontrolinU istenilen fonksiyonlara sahip cihazlar dogrultusunda birlestirmektir. Molekuler
motor adini alan, enerjiyi mekanik ise ¢eviren molekuller, nanomakinelerin geligtiriimesinde

mukemmel araglardir.

Dogada motor protein olarak bulunan molekiler motorlar hicre iginde verimli, dayanikh ve
cesitli nanoboyutta makinelerdir. Okaryotik hiicrelerde, motor proteinler hiicre iskeleti
boyunca hareket ederek hicre ici tasima goérevini ve organallerin hicre i¢inde bir yerden
baska yere tasinmasini gergeklestirirler. Bu hicre i¢i tagimalarin gogunu motor proteinlerden
biri olan kinesin yapmaktadir. Kinesin, adenozin trifosfatin (ATP) hidrolizi sonucunda ¢ikan
enerjiyi kullanarak kromozomlari, vezikulleri, kromozomlari ve protein komplekslerini hiicre igi

boyunca tasimaktadirlar (Hirokawa, 1998).

Kinesin 120-130 kilodalton agirliginda birbiriyle ayni iki agir zincir ve 60-70 kilodalton
agiiginda birbiriyle 6zdes iki hafif zincirden olusmaktadir. Agir zincirler protein aktivitesinden

sorumludur. Agir zincir N-terminal bdlgesi, merkez gévde bdlge ve C-terminal olmak Uzere l¢
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bolgeden olusmaktadir. N-terminal bdlgesi ana motor bdlgesi ve mikrotubul Gzerine
baglanmayi saglayan 340 aminoasite ve mikrotibullere baglanmak icin dnemli elementlere
sahip ve bunlarin yaninda ATPaz enzimin aktif oldugu baglayicidan olusmaktadir. C
terminalinin uclar ise hafif zincire ya da kargoya baglanir. Hafif zincirler de protein
aktivitesinin  kontrol edilmesinden, kinesinin organele ve kargoya baglanmasindan
sorumludur (Marx vd., 2005).

Motor proteinler vezikil tasinimindan, hicre bolinmesinden, hicresel hareketlilikten ve
kaslarin kasiimasindan sorumludur. Kinesin hiicre etrafinda objeler tasiyabilen kullanigh bir
motor protein tipidir. Kinesin mikrotlbil olarak adlandirilan dogal filamanlar (zerinde tek
yonlu olarak ilerler. Kinesinlerin tasidigi kargolar kendinden daha kugik veya benzer
boyutlardaki proteinler, veya kinesin motordan kat kat daha buylk veziklller de olabilir.
Tasarlanmis yuzeylerde kargo tasiyan kinesinden yapilan molekiler tasiyicilar dana 6nce

rapor edilmistir.

Kinesinlerin hucre ici tasima gorevlerinin yani sira mikrotuballerin dinamik yapilarini da
dizenleme goérevi vardir. Kinesin boyutlari 7nm*4nm*4nm olan iki kafaya sahiptir (Kull, 1996)
ve bu kafalar protein tdbilinlerinden elde edilen 25 nm c¢apinda ve onlarca mikron
uzunlugundaki silindirik polimer olan mikrotibuller tGzerinde yaklasik 1 um/s hizda uyumlu
hareket ederler, bu sirada kinesinin kuyrugu ise baglanma yeri gibi davranarak hlicre igi
kargoya tutunur (Yang, 1989; Howard, 1989).

(b)
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Sekil 2.4. (A) Kinesin yapisi ve (B) Mikrotlbul yolu boyunca ATP yikimiyla kinesinin vezikul

tasima hareketinin gésterimi (Freeman, 2005)
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Bunun yani sira mikrotibdller yapisal polariteye sahiptir, bagka bir ifadeyle mikrotibdller
polar yapidadir. Mikrotubullerin pozitif ucu olarak belirtilen bdlge negatif uca gore daha hizli
polimerlesme reaksiyonu gosterir. Bu nedenle mikrotibdller pozitif u¢ bdélgelerinden uzar
veya kisalir ve kinesinler mikrotibuller Uzerinde tek yonli hareket ettiklerinden dolay! uygun
bir yuUrGme yapabilmeleri icin mikrotibdllerin dlzgin bir sekilde yuzey Uzerine
konumlandirilmis olmasi gerekmektedir (Mitchison, 1984; Vale, 1985). Sekil 2.4’te kinesini
olusturan kisimlar ve mikrotubul Uzerinde kinesinin ATP yikimiyla vezikidl tagima hareketi

gosterilmektedir.

Kinesin ve mikrotubuller Uzerinde yapilan genel calismalar asagida kisaca

Ozetlenmistir:

Hannock ve Brown (2002) mikrotubulleri iki boyutlu yuzey Uzerinde belirli bir hizalanmig
sirada Uretmek ve ylzeye sabitlemek igin yeni bir ydntem gelistirmiglerdir. Bu yéntem kisa
mikrotlbul tohumlarinin hareketlerinin kisitlanmasini, tek bir ugtan uzun mikrottbdullerin
polimerizasyonunu ve uzatilmis mikrotibdillerin ylizeye baglanma olaylarini kapsamaktadir.
Mikrotubullerin dizenlenme derecelerini dlgmek igin mikrotibullerin yonelimlerini dort fakh
sirada analiz etmislerdir ve standart sapmayi 12.8° olarak bulmusladir. Ayrica gelistirilen bu
yontem, nano Olgekli birlestirme uygulamalarinda ve kinesinin mikro fabrikasyon yapilarina

veya partikullere baglanmasinda kullaniimaktadir.

Molekuler hareket, motor proteinlerin kargoyu tasarlanmig yollar Gzerinde tasima yetenegi ile
meydana gelmistir. Hess vd. (2001) nano dlgekli gahigmalar igin 6nemli olan mikro kanallar
kullanarak mikrotibullerin kinesinler Uzerindeki hareketlerinin yonini kontrol etmek,
kargonun mikrotubdullere kovalent olarak nasil baglandigini ve UV altinda ATP’nin salinimi ile
enzimatik olarak ATP’nin hekzokinaz tarafindan pargalanmasinin molekuler hareketi nasil

etkiledigini anlamak icin alternatif bir ydontem tanimlamislardir.

Bu calismaya benzer olarak Moorjani vd. (2003) motor proteinlerinden daha fazla
yararlanmak igin mikrotubdlleri kinesin ile kapli ylzey Uzerinde hareket ettirmiglerdir.
Moorjani vd. amaglari dogrultusunda fotolitografi yontemi ile SU-8 fotoresistinin kullanimiyla
cam Uzerine 1.5 ym kalinhdinda 10 ym ve 20 pm genigliginde mikro kanallar Gretmiglerdir.
Bu teknik ayrica litografik olarak enzim aktivitesini modellemede yeni bir yaklasim

saglamaktadir.


http://tureng.com/search/fotolitografi
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 Geregler

CTAB (Hekzadesiltrimetil amonyum bromdr, Sigma Aldrich, Bioxtra %99), NaBH,; (Sodyum
Borhidrur, Sigma Aldrich, %99.99 tanecikli, eser metal esasl), L-AA (Askorbik Asit, Fluka,
%99.9998, metal esash), AgNO; (Gumus Nitrat, Alfa Aesar, %99.995), HAuCl, (Hidrojen
Tetrakloraurat (lll) Hidrat, Alfa Aesar, %99.999), BDAC (Benzil dimetil amonyum klorur,
Sigma Aldrich), APTES (ATES, 3- Aminopropil trietoksisilan, Sigma Aldrich, %99), NH,OH
(Amonyum hidroksit, Merck, %32), H,O, (Hidrojen peroksit, Merck, %30), H,SO, (Sulflrik
asit, Merck, %95-97), CH,CI, (Diklorometan, Merck, >%99), CHCI; (Kloroform, Merck,
>0099), Etanol (>%99, Sigma Aldrich), 4-Bromobenzaldehit (%99, Aldrich), Fenilasetilen
(%98, Aldrich), Bis(trifenilfosfin)paladyum (Il) diklortr (%99,99, Aldrich), Bakir(l)iyodir (%99,
Aldrich), Piperidin (%99.5, Aldrich), 4-Aminotiyofenol (%97, Aldrich), 4-Merkaptobenzoik asit
(%98, Aldrich), Oksalil klorlr (%98,Aldrich), (Klorometihtrimetil silan (%98, Aldrich), 1H-
Benzotriazol (%99, Aldrich), Triflormetansulfonik anhidrit (Tf,O, %99, Aldrich), 2,6-Lutidin
(%98, Aldrich), 4-iyodoanilin (%98, Aldrich), Etiniltrimetilsilan (%98, Aldrich), 9-
bromoantrasen (%94, Aldrich), 4-(Metiltiyo)benzaldehit (%94, Aldrich), THF (Tetrahidrofuran,
Sigma Aldrich,>%99.9) , Hekzan ( Sigma Aldrich, %95, susuz), KOH (Potasyum hidroksit,
>%85), Metil iyodlr (Sigma Aldrich, >%99), HCI ( Hidroklorik asit, Sigma Aldrich, %37), Etil
asetat (Sigma Aldrich, %99.5), Sodyum sulfat (Sigma Aldrich,%99), N,N-dimetilformamit
(Sigma Aldrich, >9%99), Sodyum etoksit (Sigma Aldrich, %95), NaOH (Sodyum Hidroksit,
Sigma Aldrich, >%98 asidimetrik), K,CO; (Potasyum karbonat, Sigma Aldrich, >%99), 2-
propanol (Sigma Aldrich >%99.5), CDCl3( Détoryumlanmis kloroform, Sigma Aldrich, 99.8
%atom). Genel Tubulin Tamponu (Cat. # BST01), Paklitaksel (Taksol - Cat. # TXDO01),
Tabdlin Gliserol Tampon (Cat. # BST05), Tubdlin protein (>99% saf - Cat. # TL238), Tubdlin
Protein (Rodamin isaretli - Cat. # TL590M), Adenozin 5'-trifosfat (ATP - Cat. # BSA04), Agir
zincirli kinesin motor protein alt Uniteleri (H.sapiens rekombinant - Cat. # KRO1)
Cytoskeleton, Inc. tarafindan temin edildi. Kazein buyukbas sitinden (C5890), Etilen glikol-
bis(2-aminoetileter)-N,N,N',N'-tetraasetik asit (EGTA, E3889), Magnezyum klorir hekzahidrat
(MgCl,.6H,0, M2670), DMSO (dimetil sulfoksit, 276855) TCEP (tris(2-karboksietil)fosfin,
C4706), Sodyum Hidroksit (NaOH, 655104), L-Glutatyon (G4251) ve PIPES tuzu (P8655)
Sigma’dan temin edildi. mMPEG-SH (Tiyol fonksiyonlu Polietilen glikol) Laysan Bio’dan tedarik
edildi. Au(111)/Mika ylizeyler Phasis, isvigre’den alinmistir. Pt/Ir telden olan STM tipleri

kesilerek hazirlanmistir. Butln kimyasallar alindigi gibi kullaniimisgtir.

10



@\

TUBITAK
3.2 Cihazlar

3.2.1 Taramal Tunelleme Mikroskobu ve Spektroskopisi (STM/STS)

STM gorintileri Nanosurf EasyScan kullanilarak uygun ortam sartlarinda alindi. STM
piezoelektrik taramalari yanlamasina grafit(0001) ve Au(111) kullanilarak, diklemesine ise
Au(111) basamaklarinin (0.22 nm) yuksekligi kullanilarak kalibre edildi. STM tipi uygun ortam
sartlarinda Pt/Ir (90%/10%) 0.25-0.2 mm telin kesilmesi ile hazirlandi. Batln géruntiler sabit
akim modu ile alindi. Géruntilemelerde voltaj 0.65 - 1 V arasi ve tinelleme akimi 50 pA — 1
nA olarak alindi. STS o6l¢cimlerinde degerler 50 pA ve 1 V olarak sabitlenmistir. Akim-Voltaj
spektrumu alinirken STM tipinin 6z-dlzenli tek katmanlar Gzerinde olmasina dikkat edilmistir.
Geri-bildirim doénglsu kapatildiktan sonra, tlinelleme akiminin degisiminin gézlemlenmesi
icin voltaj deger araliklar sirasiyla + 1,5V, + 2V, £+ 2,5 V ve + 3 V olacak sekilde ayarlanip
Olcimler alinmistir. Goérlantiler Scanning Probe Image Processor (SPIP) yazilimi kullanilarak
ayarlandi. Teorik calismalarda yogunluk fonksiyonel teorisine dayanan SIESTA yazilimi
kullanildi.

3.2.2 UV-Vis Spektroskopisi

UV-Vis sdénimleme dl¢imleri tungsten halojen lamba tarafindan saglanan uzaysizlastiriimis
beyaz isik ile 1s1k mikroskobuna bagli Ocean Optics USB2000 spektrofotometresi ile yapildi.

Bu ¢alismada, butliin makroskopik olgumler standart gecis geometri modunda gerceklesti.

3.2.3 Konfokal Lazer Mikroskobu

Mikrotibillerin morfolojik yapisini gérsellestirmek igin aydinlik-alan, Diferansiyel interferans
Kontrast (DIC) ve Floresans modu goéruntuleri Andor Revolution Konfokal Lazer Mikroskobu
(Olympus 1X-71 Floresans Mikroskobu) kullanilarak alindi.  Ayrica molekuler motorlarin
hareketlerini gdzlemlemek amaciyla kullanildi. Goéruntiler Image J programi kullanilarak

duzenlendi.

3.2.4 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Topografik veri almak igin Nanosurf FlexAFM oda sicakliginda tiklamali modda o6lgim
yapilarak kullanildi. Bittiin goérintileme farkh tarama hizlarinda 512 x 512 veri toplama ile

yurataldi. 42 N/m yay sabitine sahip oksit-sivriltilmis silikon nitrtr tipler ile entegre edilmis
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manivelalar kullanildi. Bu tiplerin rezonans frekanslari 204 ve 497 kHz arasinda ve tipin
efektif egrilik yarigapi 7 nm’den kugukttr. AFM goérantileri Scanning Probe Image Processor
(SPIP) yazilimi kullanilarak hazirlandi. AFM analizleri i¢in drnekler ¢bzeltiden cam/silikon

yuzeye damlatilip agik havada kurutulmaya birakilarak hazirlandi.

3.2.5 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM gdruntuleri, drnege gore degisen 2-10 KV calisma aralijinda, mercek igi ikincil elektron
detektdrune sahip Zeiss Ultra Plus High Resolution FE-SEM cihazi ile elde edildi. Toplamda
20 uL olan érnek ¢ozeltisi Si alttaglar Uzerine damlatiimis ve atmosfere agik ortamda SEM

analizleri icin kurumaya birakildi.

3.2.6 X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Fotoemisyon spektrumlari monokromatize edilmis Al-Ka x-1sini kaynagi ile ¢alisan Thermo
Scientific K-Alpha XPS spektrometresi ile kaydedildi. Altin yldzey Uzerine baglanmis
molekdllerden olusan érnekler, arkalarindaki iletken karbon yapiskan bant yardimi ile drnek
tutuculara yerlestirildi. Dusik enerijili yukli pargacik (€, Ar’) kaynagi, 6lgimler esnasinda yiik
dengelenmesi icin kullanildi. Vakum odasindaki basing, élgiim esnasinda 2.0x10° mbar’dan
2.0x10”" mbar’a yiikseldi. X-i1sin1 spot capi yaklasik olarak 400 pym’dir. Spektrumlar C1s’in
284.8 eV baglanma enerjisine goére referans alindi. Spektral eslestirme islemleri Avantage v5

yazilimi ile gergeklestirildi.

3.2.7 Elipsometre

Altin (111) yuzeyi Uzerindeki 6z-dizenli tek katmanlarin kalinligi spektroskopik elipsometre
(M-2000, J.A. Woollam) ile o6lguldu. Elipsometre oOlgumleri, veriler 245 nm ile 1000 nm

spektral araliginda olacak sekilde ve 65°lik agi ile yapildi. Olgimler alindiktan sonra 6z-

dizenli tek katmanlarin kalinliklari Cauchy modeline gore fit edilerek bulundu.

3.2.8 Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
NMR spektrumu *H (500 MHz) i¢ standardi olarak TMS ile birlikte déteryumlanmis kloroform

(CDCl,) igerisinde ya da **C (125 MHz) i¢c standardi olarak bir ¢dzgen icerisinde Bruker
UltraShilded NMR cihazi kullanilarak élgimler alindi.
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3.2.9 Kontakt Agisi Olger

Temas acgisi Olgumleri Attension Theta cihazi ile duragan damla teknigi kullanilarak
gergeklestirildi. Ornegin lzerine 5 uL hacminde saf su damlatildi ve bu damlanin gériintiisi
uzerine gonyometrenin mikroskobu odaklanarak, ylzeydeki damlanin her iki kenarindan

temas acisi okundu. Soldan ve sagdan okunan degerlerin ortalamasi alindi.

3.2.10 indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektroskopisi (ICP-MS)

Altin nanogubuklarin siUspansiyonlarindaki Au miktarini belirlemek icin Agilent 7500ce
Octopole Reaksiyon Sistemi (ORS) kullanilarak indiktif eslesmis plazma-kutle spektroskopisi
gerceklestirildi. Cihaza ait kullanim kosullari sirasiyla, 1500 W gug, 13 litre/dakikada plazma
gaz akisi, 0,2 litre/dakika yardimci gaz akisi ve 0,92 litre/ dakika nebUlizér gas akisi ve

perilstatik pompanin akis hizi 0,1 rpm’ dir.

3.2.11 Yizey Gelistirilmis Raman Spektroskopisi (SERS)

Raman spektrumlari Xplora Plus Raman Microscope (Horiba, Jobin Yvon) raman
spektroskopu ile alindi. Spektroskop 532 nm ve 785 nm lazerlerine sahiptir. CCD detektoéri
kullanildi. Oda sartlarinda -70°C ‘ye dusuruldu. Sisteme entegre olan optik goérintileme
sistemi Olympus BX42 olup Uzerinde ayni firmaya ait 10x, 20x, 40x ve 100x buyutmelere

sahip objektifler ile numunelere bakildi.

3.2.12 Florimetre
Thermo Scientific Varioskan Flash mikrotibdullerin polimerizasyonunun karakterizasyonu igin

kullanildi. Tabdlin ¢ozeltisi 96-kuyulu UV-Vis mikroplakasina yerlestirildi ve mikroplaka
okuyucu yardimiyla 340 nm’de optik yogunluk olguldu.
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3.3 Yontemler

3.3.1 Organik Molekullerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Asagidaki bolumlerde kullanilan organik molekullerin sentez ve karakterizasyon basamaklari

ayrintili bir sekilde anlatilmigtir.

4-((4-(feniletinil)benziliden)amino)benzentiyol molekulinin iki basamaktan olusan sentez
mekanizmasinin sematik goésterimi Sekil 3.1°de verilmigtir.

V4

0 = Pd cat., Cul O O 0
Br——< >—‘< + — > —
H @ piperidine H
THF, reflux
4-bromobenzaldehyde phenylacethylene 4-(phenylethynyl)benzaldehyde

1 2 3

EtOH r.t. N@
— )=
H

phenylethynyl benzaldehyde 4- am|not2|ophenol 4-((4-(phenylethynyl)benzylidene)amino)benzenethiol
6

Sekil 3.1. 4-((4-(feniletinil)benziliden)amino)benzentiyol (6) hazirlanmasi.

Sekil 3.1°deki 1. basamakta bulunan 4-(feniletinil)benzaldehit (3) molekulindn
sentezlenmesinin detaylari su sekildedir; paladyum katalizér (PdCl,(PPhs),) (0.1 esdeger),
Cul (0.1 esdeger) ve piperidin (2 esdeger), taze hazirlanmis THF iginde (50mL) azot
atmosferinde ¢ozuldu. Bu karisima 4-bromobenzaldehit (1) (1 esdeger) eklendi. Oda
sicakhdinda 10 dakika karistirildiktan sonra reaksiyon karisimina damla damla fenilasetilen
(2) (1 esdegder) eklendi. Bu reaksiyon karisimi azot atmosferinde 16 saat karigtirildi. Karigsim
celite Uzerinde suzilerek paladyum katalizérden ayristirildi ve ¢dzici vakum altinda
ucuruldu. Reaksiyon karigsimi, silika jel ile hekzan kullanilarak kolon kromatografisinde
saflagtirilarak %86 saflikta 4-(feniletinil)benzaldehit (3) elde edildi (Arumugasamy vd., 2003).
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A-(feniletinil)benzaldehit (3) molekiiliine ait *H NMR ve **C NMR sonuglari asagidaki gibidir;

LFhCCPhCHO-1H

5026.214

T
11.0 10.5 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

=g | =
o

Sekil 3.2. 4-(feniletinil)benzaldehit (3) molekiliniin *"H NMR spektrumu.

PhCCPhCHO-13C

191.43

93.47

| N

T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 ppm

Sekil 3.3. 4-(feniletinil)benzaldehit (3) molekiliniin *C NMR spektrumu.
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'H-NMR verileri: 10.10 (s, 1H), 8.00-7.56 (dd, J= 1.78, 6.61 Hz, 2H), 7.40 (d, J= 8.2 Hz, 2H),
7.52-5.51 (m, 2H), 7.50-7.35 (m, 3H) ppm.
13C-NMR verileri: 88.5, 93.5, 122.5, 128.5, 129.0, 129.6, 129.7, 131.8, 132.1, 135.4, 191.4

ppm.

Sekil 3.1°de 2. basamakta hazirlanan 4-((4-(feniletinil)benziliden)amino)benzenetiyol (6)
molekilindn sentezi:

Bilesik 3 (1 esdeger) ve 4-aminotiyofenol (5) (1 esdeger), etanol (30mL) icinde azot
atmosferinde ¢6zlldi. Bu reaksiyon karisimi 12 saat oda sicakliginda karistirildi. Cokelen
turuncu mikrokristaller vakum altinda siziilerek %96 saflikta Schiff bazi (6) elde etmek edildi
(da Silva-Filho vd., 2008).

4-((4-(feniletinil)benziliden)amino)benzenetiyol (6) molekilinin *H NMR ve *C NMR
sonuglari asagidaki gibidir;

HSPHNCHPRCCPh—1H

807

SNk

4237,
3958.178

T
10 9 8 7 6 5 a 3 2 1 ppm

Sekil 3.4. 4-((4-(feniletinil)benziliden)amino)benzenetiyol (6) molekilinin *H NMR

spektrumu.
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HSPhNCHPRCCPh-13C

91.96
88.13

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 ppm

ekil 3.5. 4-((4-(feniletinil)benziliden)amino)benzenetiyol (6) molekiliinin **C NMR
S y

spektrumu.

'H-NMR verileri: 8.50 (s, 1H), 7.90 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 7.60 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 7.55-7.30 (m,
2H), 7.30-7.20 (m, 6H), 7.15 (d, J= 8.4 Hz, 1H) ppm.

3C-NMR verileri: 89.1, 92.0, 121.8, 122.9, 126.3, 128.4, 128.6, 128.7, 129.7, 130.6, 131.7,
132.0, 135.7, 149.7, 159.0 ppm.
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1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol (14) molekulinin dort basamaktan

olusan sentezinin sematik gdsterimi Sekil 3.6’da verilmistir.

HC  Cl N
He-Si— @[ ‘N
HaC N

11

10 \
\N N\
O _ClI

/ N
O OH 0._OH © N CHy o
C|)J\[rC| \—Si—CH3
12 ‘CH
CHal, KOH 0 3
MeOH, reflux CH,Cl,, 0 °C 13
SH 6h g 1dopDMF S
HaC 3 _S
HsC
7 8 9
2,6-Lutidine 2) THF
1) CHLCl 2N NaOH
T£,0,25°C | 5p,
overnight

1-((4-(methylthio)phenyl)ethynyl)-1H-
benzo[d][1,2,3]triazole

Sekil 3.6. 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol (14) hazirlanmasi.

Sekil 3.6'da gorulen ilk basamaktaki 4-(metiltiyo)benzoil klorGr, (9) molekulinin sentez
asamalari soyledir; 4-merkaptobenzoik asit (1 esdeger) metanol (50 mL) iginde ¢dzuldukten
sonra, ¢ozeltinin icine katt KOH (2 esdeger) azot atmosferinde eklendi. 30 dakika sonra
reaksiyon karigiminin renginin siyaha dondugu goOzlendi. Metil iyodir (1 esdeger)
damlatilarak eklendi. 6 saat boyunca reaksiyon karigimi geri sogutucu altinda kaynatildi. Bu
suregten sonra karisim filtre edildi ve suzintd 2N HCI kullanilarak asitlendirildi. Vakum
altinda metanol ucuruldu. Ham Grin etilasetat-su ile ekstrakte edildi. Organik faz sodyum
sulfat ile kurutulup, suzuldi ve ¢dzict vakum altinda buharlastirilarak 4-(metiltiyo)benzoik
asit (8) %94 verim ile elde edildi.
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4-(metiltiyo)benzoik asit (8) molekiiliiniin *"H NMR sonucu agagidaki gibidir;

MeSPhCOOH—-1H

[IBFE IBRS

wwwwwwww

64!

63
1282.035
642.132

FTIHH somo

T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 70 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm

Sekil 3.7. 4-(metiltiyo)benzoik asit (8) molekliiniin *H NMR spektrumu.

'"H-NMR verileri: 8.10-7.90 (m, 2H), 7.40-7.20 (m, 2H), 2.55 (s, 3H) ppm.

4-(metiltiyo)benzoik asit (8) (1 esdeger), 1 damla DMF ve CH,Cl, (50 mL) icerisinde ¢dzuldu.
Oksalil klorur (2.5 esdeger) buz banyosu icinde damla damla karigima eklendi. 1 saat sonra
ugucularin  ve ¢oézicllerin vakum altinda buharlastirimasi ile 98% verim ile 4-
(metiltiyo)benzoil klortr (9) Grinl elde edildi. Daha ileri bir saflagtirma iglemi yapilmadan

urun direkt olarak diger reaksiyonlarda kullanildi.

2. basamakta 1-(trimetilsilimetil)benzotriazol (12) molekilinin sentezlenmesi su sekilde

gerceklestirilmistir:

Benzotriazol (11) (1 esdeger) etanol (50 mL) igerisinde ¢6zildu. Sodyum etoksit (1 esdeger)
azot atmosferi ortaminda karisima eklendi. 30 dakika sonra g¢6zlicu vakum altinda
uzaklastirildi ve elde edilen kati, 50 °C vakumlu kurutma firininda bir gece boyunca
kurumaya birakildi. Ardindan ayni kati, DMF (50 mL) ile ¢6zildi ve karisima yavasca
klorometiltrimetilsilan (1 denklik) eklendi. Karigim oda sicakliginda 24 saat boyunca

karistinildi. Karigima su eklenip eter (5x25 mL) ile ekstrakte edildikten sonra sodyum sulfat ile
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kurutuldu. C6zicunin uzaklastiriimasinin ardindan ham Uriin hekzandan kristallestirilip %73
verim ile 1-(trimetilsiliimetil)benzotriazol (12) elde edildi (Katritzky vd., 2000).

1-(trimetilsiliimetil)benzotriazol (12) molekiiliine ait *"H NMR ve **C NMR sonuglari agsagidaki
gibidir;

Bt-CH2-TMS-1H

2027.551
111.127

1.00>= &
209
1.08/~

ekil 3.8. 1-(trimetilsiliimetil)benzotriazol (12) molekiliiniin *H NMR spektrumu.
p
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Bt-CH2-TMS-13C

— 14565
— 13380
12672
— 12355
——119.83
—— 109.52
77.30
< 77.05
76.79
38.94
-1.89

|| L
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210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

Sekil 3.9. 1-(trimetilsilimetil)benzotriazol (12) molekiiliinin **C NMR spektrumu.

'"H-NMR verileri: 8.05 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.52-7.45 (m, 2H), 7.38-7.34 (m, 1H), 4.05 (s, 2H),
0.25 (s, 9H) ppm.
3C-NMR verileri: -1.9, 38.9, 109.5, 119.8, 123.5, 126.7, 133.8, 145.6 ppm.

3. basamakta hazirlanan 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-1-(4-(metiltiyo)fenil)etan-1-on (13)
molekUlinin sentezlenmesinin agamalari sdyledir; 1-(trimetilsiliimetil)benzotriazol (12) (1
esdeger) ve 4-(metiltiyo)benzoil klortr (9) (1 esdeger) THF igerisinde ¢dzuldi. Karigim azot
atmosferi altinda 5 saat boyunca geri sodutucu altinda kaynatildi. Cézicunun ugurulmasinin
ardindan, urin heksan-etilasetat icerisinde kristallendirilerek %96 verim ile 2-(1H-
benzol[d][1,2,3]triazol-1-il)-1-(4-(metiltiyo)fenil)etan-1-on (13) elde edildi (Katritzky, 1990).
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2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-1-(4-(metiltiyo)fenil)etan-1-on (13) molekiiline ait ‘H NMR
ve *C NMR sonuglari agagidaki gibidir;

SMePhCOCH2Bt 1H

COMDNVNNCO TV OOV T D - ~
TDOITON LN - AN RON T 1Y
LA BS O v Qv S0 e OV S LG 000110100 X8 T 00 o
NOOWVETNOCOCINTOWD DN — SO SO ~
VIRV IIIOVNCrOORRPRRLDOAN ~
DOAOINNNNENNANRERN OO DS DO O o
R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ) -
|
Jt 1 A A b
T T T T T T T T T T T T T T T
85 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Sekil 3.10. 2-(1H-benzol[d][1,2,3]triazol-1-il)-1-(4-(metiltiyo)fenil)etan-1-on (13) molekulinin
'H NMR spektrumu.
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SMePhCOCH2Bt 13C
®

77.05

7731
<= ‘

14.64

189.
76.80
— 5374

|
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Sekil 3.11. 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-1-(4-(metiltiyo)fenil)etan-1-on (13) molekiilinin
13C NMR spektrumu.

'H-NMR verileri: 8.10 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.96 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.48 (d, J= 6.1 Hz, 1H),
7.45-7.37 (m, 2H), 7.32 (d, J= 6.87 Hz, 2H), 6.05 (s, 2H), 2.55 (s, 3H) ppm.

13C NMR verileri: 14.6, 53.7, 109.6, 120.1, 124.0, 125.2, 127.8, 128.6, 130.2, 133.8, 146.1,
148.2, 189.3 ppm.

4. basamaktaki 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol (14) molekulinun
sentezlenmesi su sekildedir; trifloristlifonik anhidrit (1.4 esdeger) kuru CH,Cl, (50 mL)
icerisinde 0 °C’deki 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-1-(4-(metiltiyo)fenil)etan-1-on (13) (1
esdeger) ve 2,6-lutidin’in (2 esdeger) c¢ozeltisine damlatilarak eklendi. Karisim 10 dakika
boyunca bu sicaklikta karistirildi. Bu suregten sonra buz banyosundan alindi ve oda
sicakliginda gece boyunca karismaya birakildi. Cézicu vakum altinda uzaklastirildi. Ham
karisim THF (20 mL) icerisinde ¢dzuldukten sonra oda sicakhginda 2 N NaOH (10 mL) ile 1
saat boyunca reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda etil asetat ile ekstraksiyon yapildi.
Organik faz sodyum stilfat ile kurutuldu ve ¢6ziiclii vakum altinda buharlastirilarak elde edilen

reaksiyon karigimi etil asetat-heksan yardimiyla kolon kromatografisinde saflastirilarak %80
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verim ile 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol (14) elde edildi (Katritzky vd.,
2002).

1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol (14) molekdiliine ait '"H NMR ve *C NMR
spektrumlari asagidaki gibidir;

SMePhCOCH2Bt 1H

9
8
1277.227

wwwwwwwww
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Sekil 3.12. 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol, 14, molekiliinin *H NMR

spektrumu.
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—79.70
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Sekil 3.13. 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol (14) molekiliniin *C NMR

spektrumu.

'H-NMR verileri: 8.16 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.77 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.66 (dt, J= 0.7; 7.2 Hz,
1H), 7.57 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.50 (dt, J= 0.7; 7.2 Hz, 1H), 7.30 (dd, J= 1.8; 6.9 Hz, 2H), 2.51

(s, 3H) ppm.

13C NMR verileri: 15.2, 75.9, 79.7, 110.2, 116.7, 120.6, 125.3, 125.9, 129.3, 132.2, 134.3,

141.3, 144.0 ppm.
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N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4-(metiltiyo)fenil)metanimin (22) molekulindn uc

basamaktan olusan sentezinin sematik gosterimi Sekil 3.14’teki gibidir.

NH; NH,
CH
_ GHs Cul, PdCIy(PPh3), CHs K,CO4
+ H— SI|—CH3 H,N — Sli—CH3 —
CH3 THF, Et3N CH3 MeOH,
| MW= 100W, 90 oC 8h, rt.
15 16 Th 17 | 18
H

MW= 100W, 90 oC

NH, Br HaC, H
O O O Cul, PACIy(PPhs), % S
N ~
piiEs Bt i EtOH, 12h, rt. i
19
I
H

1h 20
NH, Ny
22
.S
HsC

Sekil 3.14. N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4-(metiltiyo)fenil)metanimin (22) hazirlanmasi.

Sekil 3.14’'te 1. basamakta gorilen 4-etinilanilin (18) molekulinin sentezlenmesi su sekilde
gerceklesmektedir; 4-iyodoanilin (15) (1 esdeger) azot atmosferi altinda THF (15 mL)
icerisinde ¢6zuldi. PdCI,(PPhg), (0.04 esdeger) ve Cul (0.04 esdeger), EtzN (15 mL) ile
birlikte karisima eklendi. 10 dakika boyunca karigtirildiktan sonra etiniltrimetilsilan (1.2
esdeger) eklendi. Karisimin hazirlandigi tip CEM mikrodalga cihazinda 1 saat boyunca 200
MW’lik gig altinda 75 °C’de bekletildi. Karigim slzillp, ¢ozlicisi vakum altinda
uzaklastinldi. Ham Urun etil asetat-heksan (1:10) yardimiyla silika jel Uzerinde
kromatografiye tabii tutulup trimetil((4-(metiltiyo)fenil)etinil)silan (17) %98 verim ile turuncu
mikrokristaller halinde elde edildi. Bilesik 17 (1 esdeger) ve potasyum karbonat (0.1 esdeger)
metanol igerisinde ¢dzlldi. Karigim azot atmosferinde 3 saat boyunca karistirildi. Uriin
suzuldu, suzuntl vakum altinda ugurulup %95 verim ile 4-etinilanilin (18) elde edildi (Flatt
vd., 2004).
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4-etinilanilin (18) molekdliiniin *H NMR ve *C NMR sonuglari asagidaki gibidir;

NH2-Ph-CC-H-1H

S 3 <
23 < 3
0N~ - (]
£3 5 g
83 (- =

T 3658.563

___— 3667.151
=

Sekil 3.15. 4-etinilanilin (18) molekiiliiniin *"H NMR spektrumu.
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Sekil 3.16. 4-etinilanilin (18) **C NMR spektrumu.

'H-NMR verileri: 7.30 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 6.60 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 3.85 (s, broad, 2H), 3.00 (s,

1H) ppm.
3C-NMR verileri: 74.9, 84.4, 111.4, 114.6, 133.5, 147.0 ppm.

2. basamakta bulunan 4-(antrasen-9-iletinil)anilin (20) molekulinin hazirlanma asamalari
sOyledir; Yukarida anlatilan 4-etinilanilin (18) hazirlanmasinda uygulanan ydntemin aynisi
uygulanarak, mikrodalga 1gimasi altinda 4-etinilanilin (18) ve 9-bromoantrasen arasindaki

reaksiyondan %97 verim ile 4-(antrasen-9-iletinil)anilin (20) elde edildi.
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4-(antrasen-9-iletinil)anilin (20) molekdiliiniin *"H NMR ve *C NMR sonuglari asagidaki gibidir;

NH2-Ph-CC-Antracene-1H

1959.688

—
W
Iz
? 3379

%

_ Jt
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95 90 85 80 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm
8

TEN

M

~
o

Sekil 3.17. 4-(antrasen-9-iletinil)anilin (20) *H NMR spektrumu.
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NH2-Ph-GC-Antracene-13C
@
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Sekil 3.18. 4-(antrasen-9-iletinil)anilin (20) **C NMR spektrumu.

'H-NMR verileri: 8.68 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 8.42 (s, 1H), 8.03 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.63-7.57 (m,
4H), 7.53 (t, J= 7.3Hz, 2H), 6.76 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 3.92 (s, broad, 2H) ppm.

3C-NMR verileri: 84.3, 101.8, 113.1, 114.9, 118.2, 125.6, 126.3, 126.9, 127.0, 128.6, 131.3,
132.4, 133.1, 146.9 ppm.

3. basamaktaki N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4-(metiltiyo)fenil)metanimin (22)
molekUlinin sentez agamalari sdyledir; 4-(antrasen-9-iletinil)anilin (20) (1 esdeger) ve 4-
(metiltiyo)benzaldehit (1 esdeder) azot atmosferinde etanol (25 mL) igerisinde ¢6zuldu.
Reaksiyon 12 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi. Coken Urln stzilerek % 82 verim
ile N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4-(metiltiyo)fenil)metanimin (22) elde edildi.

N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4-(metiltiyo)fenil)metanimin (22) molekilinin *H NMR ve

3C NMR sonuglari asagidaki gibidir;
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MeSPhCH=NPh—-CC-Antracene—1H
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N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4-(metiltiyo)fenil)metanimin  (22)

3.19.

Sekil

spektrumu.
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MeSPhCH=NPh-CC-Antracene-1

15.28
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eki .20. N-(4-(antrasen-9-iletinih)fenil)-1-(4-(metiltiyo)fenil)metanimin NMR
Sekil  3.20 (4-( 9-iletinil)fenil)-1-(4-( iltiyo)fenil) imi (22) B¢

spektrumu.

'H-NMR verileri: 8.70 (dd, J= 0.7; 8.7 Hz, 2H), 8.50 (s, 1H), 8.47 (s, 1H), 8.06 (d, J= 8.4 Hz,
2H), 7.88 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.83 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.68-7.61 (m, 2H), 7.58-7.53 (m, 2H),
7.36 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.32 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 2.59 (s, 3H) ppm.

3C-NMR verileri: 15.3, 87.1, 101.1, 117.4, 121.1, 121.3, 125.71, 125.73, 126.6, 126.8, 127.6,
128.7, 129.3, 131.2, 132.6, 132.65, 132.7, 143.7, 152.1, 160.0 ppm.

3.3.2 Molekiillerin Oz-Diizenli Tek Katmanlarinin Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

Tek katman yapilar 6nceden KOH/H,O,/2-propanol (15/15/1) banyosu ile temizlenen cam
siseler icinde 2-3 mL hacimli CH,Cl, ya da CHCIl; ile hazirlanan 4-((4-
(feniletinil)benziliden)amino), N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4-(metiltiyo)fenil)metanimin ve
1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol ¢dzeltilerinde (0.1 mM — 1 mM) Au(111)
ylzeyin inkibe edilmesi ile gergeklestirildi. Cam siselerin agzi kapatilip karanlik ortamda 16-

72 saat aras| muhafaza edildi. Ornekler ¢ozeltiden cikarilip ¢éziicisu ile yikandi ve azot gazi
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ile kurutuldu.

Oz-diizenli tek katmanlarin karakterizasyonu sirasinda STM/STS, temas agisi dlger, XPS ve

elipsometre gibi cihazlar kullaniidi.

3.3.3 Altin Nanogubuk Sentezi, Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

Altin nanogubuklar (GNR), cekirdek ¢dzeltisinin sentezlenmesi ve bu basamagi takiben

blyltme ¢ozeltisinin sentezlenmesini igceren iki agsamali bir islem olan kolloidal g¢ekirdek

aracili yontem ile Uretildiler. Yiksek konsantrasyonlarda ve gesitli boyutlarda (30-100 nm

boyunda ve 10-25 nm c¢apinda) altin nanogubuklarin hazirlanmasi igin doért farkli yontem

arastirildi. Bu ydntemler asagida ayrintili bir sekilde anlatiimistir.

Smith ve Korgel (2008) ydntemi ile altin nanogubuklarin sentezi kisaca soyledir: ilk
olarak cekirdek c¢ozeltisini sentezlemek icin soguk NaBH,; (0.01 M, 600 ul), CTAB
(0.20 M, 9.75 mL) ve HAuCI, (0.01 M, 250 pl) iceren ¢ozeltiye eklendi. NaBH,
gozeltisi Au>den Au™e indirgenme reaksiyonunun yavas bir sekilde gerceklesmesi
icin soguk olarak reaksiyon ortamina verildi. Karisim 2 dakika boyunca karistirildi.
Cekirdek c¢ozeltisi hazirlandiktan sonra blyltme ¢ozeltisinin sentezi igin sirasiyla
AgNO; (0.01 M, 50-125 ul), HAuCI, (0.01 M, 500 ul), askorbik asit (0.1 M, 55 pl) ve
CTAB (0.10 M, 9.50 ml) ¢ozeltiye eklendi. Son olarak, 12 pl altin ¢ekirdek ¢ozeltisi
karisimin igine eklendi. Altin nanogubuklarin sentezlenmesine iliskin basamaklar
Sekil 3.21’de gosterilmistir. Altin nanogubuklar, istenilen oranlara gelmeleri igin bir
gece 24°C’de blyumeye birakildi. Cozeltinin gimus nitrat konsantrasyonu istenilen
Ozelliklere uygun altin nanogubuklar Uretmek igin farkli oranlarda kullanildi. 24 saatlik

inkiibasyondan sonra altin nanogubuklarin UV-Vis spektroskopi élgtimleri yapildi.
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Sekil 3.21. Altin nanogubuklarin sentezleme basamaklarinin sematik gdésterimi.

Tran (2010) yontemi ile altin nanogubuklarin sentezi kisaca soyle gerceklestirildi:
Oncelikle gekirdek c¢ozeltisini hazirlamak igin, CTAB (0.25 M, 9.75 mL) ve HAuCl,
(0.01 M, 0.25 mL) karisimi soguk NaBH, (0.01 M, 600 pl) ¢dzeltisine eklenip 1 saat
boyunca oda sicakhiginda karistirildi. BlylGtme ¢ézeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.67
oraninda CTAB/BDAC (0.25 M) ¢ozeltisine, 0.01 M HAuCl,;, 0.01 M AgNO; ve 0.01 M
askorbik asit sirasiyla eklendi. Son olarak, 12 pl gekirdek ¢dzeltisi karigsima eklend..

Sentezlenen altin nanogubuklarin UV-Vis dlgumleri t=0-38 saat arasinda alindi.

Green vd. (2011) yontemi ile altin nanogubuklarin sentezi kisaca s$oyle
gercgeklestirilmistir: Cekirdek ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin HAuCl, (1 mM, 2.5 mL) ve
CTAB (5 mL, 200mM) karisimina, soguk NaBH, (10 mM, 0.6 mL) eklendi. Karigim
oda sicakliginda 2 saat boyunca karistirildi. Bayitme ¢dzeltisi ise 17-20 ml HAuUCl,,
17-20 ml CTAB, 80-120 pl 32 mM AgNOs;, 280-360 pl 78.8 mM askorbik asit ve 60-
100 ul cekirdek c¢ozeltisi eklenerek hazirlandi. Cézelti oda sicakhiginda bir gece
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra, UV-Vis spektroskopi olcimleri alindi. Altin
nanogubuklarin sentezinde rol oynayan kimyasal maddelerin sentez asamasindaki

miktarlari degistirilerek farkli en-boylardaki altin nanogubuklar elde edildi.
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e Sau ve Murphy (2004) yéntemi ile altin nanogubuklarin sentezi ise kisaca sdyle
gerceklestiriimistir: Cekirdek ¢ozeltisini hazirlamak igin, soguk NaBH, (0.01 M, 600
pl), CTAB (0.10 M, 7.5 mL) ve HAuCl, (0.01 M, 250 pl) ¢cozeltisine eklendi. Karigim 2
dakika karistirildi ve 2 saat oda sicakliginda bekletildi. Buyutme ¢ozeltisi, CTAB (0.10
M, 4.75 ml), HAuCl, (0.01 M, 200 pl), AgNO; (0.01 M, 30-75 pl) ve askorbik asit (0.1
M, 32 pl) eklenerek hazirlandi. Son olarak, 10-30 ul aralidinda cekirdek ¢ozeltisi
karisima eklenerek bir gece 24°C’de inkiibasyona birakildi. Farkli 6zellikte altin
nanogubuklarin elde ediimesi amaciyla AgNO; ve c¢ekirdek c¢ozeltisinin

konsantrasyonlari degistirilmistir.

3.3.4 Altin Nanogubuklarin Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

Altin nanogubuklarin polietilen glikol (PEG) ile fonksiyonellestirme isleminde 3 farkli yontem

incelendi. Bu yontemler asagida detayl olarak anlatilmistir.

e Liao ve Hafner (2005) yontemi ile altin nanogubuklarin PEGleme igleminde; altin
nanogubuklar PEG ile islevsellestirimeden Once saflastirma islemi igin santrifyj
isleminden yararlanildi. Santriftij islemi 12500 rpm de 10 dakika 3 kez tekrarlandi ve
altin nanogubuk pelletleri 1 ml distile su eklenerek CTAB konsantrasyonu duastraldu.
Santriflij basamagindan sonra, 100 yL 2 mM K,CO3; ve 10 uL 1 mM mPEG-SH altin
nanogubuk ¢ozeltisine eklendi. Elde edilen karisim 1 gece boyunca oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Karisim igerisinde bulunan fazla CTAB ve mPEG-SH santrifjj

ile uzaklastirildi, ve pelletler distile su icinde yeniden ¢ézuldu.

e Liopo vd. (2012)’nin yontemi ile altin nanogubuklarin PEGleme igleminde; PEG
molekadlllerinin altin nanogubuklara kovalent bag ile baglanmasindan o6nce, altin
nanogubuklara reaksiyon sirasinda olugan istenmeyen levha ve yildiz gibi yan
urtnlerden ayirmak igin santrifdj islemi yapildi. Daha sonra, pellet tGzerine 1 ml distile
su, 125 pl 2 mM K,CO;3 ve 125 pl 0.1 mM mPEG-SH c¢ozeltisi eklendi. Karigim bir
gece oda sartlarinda inkiibasyona birakildi. Karisim igerisinde bulunan fazla mPEG-

SH uzaklastiriimasi igin karisima 3 gun diyaliz igslemi uygulandi.
¢ Niidome vd. (2006) nin yontemi ile altin nanogubuklarin PEG’leme igleminde

ise; Altin nanogubuk ¢ozeltisi santrifiij edildikten sonra, distile su eklendi. 1 ml altin

nanogubuk ¢dzeltisine 200 yl 5 mM mPEG-SH ilave edildi. Karisim 30 dakika oda
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sicakliginda karistirildi ve 24 saat inklbasyona birakildi. Son olarak, 3 gin boyunca
diyaliz islemi uygulandi.

3.3.5 Altin Nanogubuklarin Kinesin Motor Proteini ile iglevsellestiriimesi

Altin  nanogubuklarin  kinesin motor proteini ile iglevsellestirimesi iki ybntem ile
gerceklestirilmistir. Altin nanogubuklar Green ydntemi kullanilarak sentezlendi. Fazla CTAB
molekdllerini ortamdan uzaklastirmak i¢in 1.5 mL altin nanogubuk c¢dzeltisi 20 dakika
boyunca 13500 rpm ile santrifij edildi. Renksiz Ust faz atildi. Kati kalinti 1.5 mL saf su ile
dagitildi. Altin nanogubuklari kinesin molekdlleri ile iglevsellestirmeden dnce, altin nanogubuk

suspansiyonu liyofilize edildi.

Kinesin motor protein bagl altin nanogubuklar elde etmek igin ilk ydontemde BRB80 tampon
¢ozeltisi (80 mM PIPES, 1mM EGTA, 1 mM MgCl,) hazirlandi. Toz halindeki altin
nanogubuklar BRB80 tampon ¢ozeltisi igcinde dagitildi. Tampon ¢ozelti igerisinde bulunan
altin nanogubuklarin ytzeyini pasiflestirmek icin 1 mg/ml kazein ile 10 dakika inkube edildi.
Motor proteini konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde saf su ile ¢dzuldu ve 1 pl'lik hacimler 5
ayri tipe paylastirildi. Bir tip protein 99 ul saf su ile seyreltildi. Liyofilize islemi uygulanmis
ATP, 100 mM olacak sekilde 1 mL soguk saf su ile ¢ézuldu ve 100 pl'lik hacimler, 10 tupe
paylastiriidi. 1.32 pl kinesin ¢ozeltisi 90.9 mM ATP ile karistirildi. 10 dakika sonra, kazein ile
etkilestiriimis altin nanocgubuklar, 10 yM ATP igindeki 0.8 nM kinesin motor protein ile 30
dakika boyunca buzun iginde inkibe edildi. Son olarak, kinesin bagl altin nanogubuklar UV-

Vis spektroskopisi, AFM ve konfokal mikroskobu ile karakterize edildi (Jia vd., 2004).

Diger yontemde ise; saflagtirilan altin nanogubuklar kinesin molekulleri ile islevsellestirmeden
once, altin nanogubuklar fonksiyonellestirildi. Altin nanogubuklari fonksiyonellestirmek igin ilk
olarak ylksek konsantrasyonlu altin nanogubuk pelleti 200 pl fosfat tampon ¢dzeltisinde (pH
7.0) ¢odzlldu. Daha sonra TCEP (0.25 M, 200 ul) ve glutatyon (12.5 mM, 200 pl) ayri bir
yerde karistirildi. Bu karisim altin nanogubuklar Uzerine eklenerek reaksiyon baslatildi ve bir
gece bekletildi. Reaksiyon sonucu olusan c¢o6zeltideki fazla fosfat tampon c¢ozeltisini
uzaklastirmak igin evaporatér cihazinda bir saat boyunca déndurildi. Karisim daha sonra 8

nM kinesin motor protein ile 30 dakika boyunca buzun iginde inkibe edildi.

Altin nanogubuklarin ve fonksiyonellestirilmis altin nanogubuklarin karakterizasyonu AFM,
SEM, UV-Vis Spektroskopisi, ICP-MS, Zeta Potansiyeli ve SERS ile yapildi.
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3.3.6 Tubiilin Polimerizasyonu

Tubulin polimerizasyon protokolu literatlr dikkate alinarak gergeklestirilmigtir (Hyman, 1991,
Hyman vd., 1993). Polimerizasyon islemi 3 basamakta gergeklesmektedir. ilk olarak seyreltik
fluoresans ozellikli mikrotlibdl elde etmek icin tubdlin konsantrasyonu azaltilir. Daha sonra
tibulin  polimerizasyonu ile mikrotibdllerin  olusumu saglanir. Son basamak olarak

mikrotubullerin taksol ile stabilizasyonu saglanmistir.

Tlbdlin polimerizasyon islemine baslanmadan dnce malzemeler sulandirildi. Genel Tabdlin
Tamponu (80 mM PIPES, 2 mM MgClI2, 0.5 mM EGTA), 1X tampon igin 10 mL saf su ile
tekrardan hazirlandi. Her tip paklitaksel 100 yl suyu uzaklastiriimis DMSO ile 2 mM stok
cozeltisi elde etmek icin tekrardan hazirlandi. Liyofilize edilmis ATP 1 mL soduk saf su ile

100 mM olacak sekilde ¢ozuldu.

Deney prosedurunde yer alan U¢ basamak asagida detayh bir sekilde anlatiimistir. Deney
basamaklarindaki ilk basamak in vitro olarak tubulinlerin polimerizasyon islemidir.
Polimerizasyon islemi igin ilk olarak bir adet rodamin ile isaretlenmis olan tlbulin buz igine
yerlestirildi. Elde edilen isaretli tibilin 4 pl soduk G-PEM (Genel Tlbdlin Tamponu, GTP) ile
¢ozllerek 5 mg/ml konsantrasyonda c¢ozelti elde edildi. Daha sonra, 1 pl soguk GTP
eklenmis Mikrotubil Gliserol Tamponu (80 mM PIPES, 2 mM MgCl,, 0.5 mM EGTA, 60%
gliserol) %12’lik gliserol ¢ozeltisi elde etmek icin eklendi. Deney prosedirinun ikinci
basamaginda floresans tubdilin isaretsiz tubdilin ile seyreltildi. Floresans tubdilinlerin isaretsiz
tubdlin ile seyreltiimesi isleminde bir sise isaretsiz tibulin 45 pl soguk G-PEM ile ¢ozillp ve
buz icine yerlestirildi. Elde edilen karisim Uzerine 5 pl soguk GTP eklenmis Mikrotubdl
Gliserol Tamponu eklenip karistirildi. Daha sonra 5:1 oraninda olmak kaydiyla isaretsiz ve
floresans isaretli tUbdlin ¢ozeltisi karistirildi. Deney prosedurindeki son basamak
mikrotubullerin polimerizasyonudur. Polimerizasyon islemi igin ilk olarak buz igcerisinde alinan
tubdlinler 35°C’de 20-30 dakika inkibe edilerek polimerlestirildiler. Polimerizasyon iglemi
sirasinda, 500 ul genel tubdlin tamponu 35°C’de 15 dakika bekletildi ve 2 mM taksol oda
sicakhginda ¢6zduralda. 15 dakika sonra 35°C bulunan genel tibdlin tamponu igerisine 5 pl
taksol eklendi ve oda sicakhginda bekletildi. Polimerlesmis olan mikrotibuller 35°C’den
alinarak yavasga hazirlanan 100 pl taksol/mikrotubul tampon ¢ozeltisi ile karigtirildi. Bu iglem

ile hem mikrotubdllerin oda sicakliginda stabilizasyonu saglandi hem de seyrelmesi saglandi.
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3.3.7 Mikrokanallarin Olusturulmasi

Mikroakiskan cihazlar kinesin molekdlleri ile eslenmis altin nanogubuklarin hareketini analiz
etmek amaci ile udretilmigtir. Cam alttaglardaki kanallarin deneysel asamalari iki bolime
ayrilmistir; fotolitografi ve PDMS kaliplama. Bunun igin, temiz odada UV litografisi yapilirken,

PDMS kaliplamasi laboratuar ortaminda normal sartlar altinda yapilimistir.
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Sekil 3.22. SU-8 fotodirenginin fotolitografisi.

Fotolitografi strecinde uygulanan basamaklar sunlardir; fotodireng (SU-8) kaplama, yumusak
pisirme, SU-8 isiklama, isiklama sonrasi pisirme ve SU-8 gelistirme (Sekil 3.22). Mikrokanal
Uretimi yapmak icin kullanilan SU-8 foto direnci istenilen kalinlikta ve uygun viskozitede
secildi. Silikon yuzeyi i1sitmak igin isitici 65°C’ye getirildi. Temiz silikon ylzey isitici Uzerine
kondu ve yaklasik 4 ml SU-8 2075, isitici Uzerinde 5 dakika bekletiimis olan silikon yuzey
Uzerine damlatildi. SU-8 ile kaplh silikon yizey 1000 ya da 3000 rpm ile 30-65 saniye kadar
dondurildi. Daha sonra, 6rnek ilk 6nce 65°C’de 10 — 20 dakika kadar pisirildikten sonra
95°C’de 30 — 180 dakika kadar pisirildi. Bu islemlerden gegirilen yizey, gin boyunca kapali
Isitici Uzerinde sogumaya birakildi. Ertesi gun, isitici ylizeyi 95°C’ye c¢ikartihp SU-8 kapli
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yuzey Uzerinde kirigiklarin olup olmadigina bakildi. Yuzey, asetat foto maskesi ile direkt
olarak temasta duran ve baski tarafi SU-8e donuk olan yuzey maske ayarlayiciya
yerlestirildi. Ylzey 20 — 40 saniye kadar 500 watt ile UV 1s1da maruz kaldi. Bu islemden
sonra, yuzey 5 dakika bekletilip 1siklama sonrasi pisirme igslemi icin 3 dakika kadar 65°C’de
ve 9 dakika boyunca da 95°C’de olmak Uzere isiticida kaldi. Pisirme sonrasi gelistirme
oncesi oda sicakliginda sogumaya birakildi. Gelistirme bdliminde ilk olarak SU-8 geligtirici
ve SU-8 ile kaph silikon ylzey petri kap igerisine alinarak 15 dakika boyunca ¢alkalandi ve
ornek petri icerisinden alinarak baglanmamis ¢apraz baglari uzaklastirmak icin izopropil alkol
silikon ylUzey Uzerine damlatildi ve cesitli renklerde izopropil alkol goézlemlendi. Test
sirasinda izopropil alkoliin rengi beyaz ise gelistirme asamasi renk goézlemlenmeyene kadar
uygulandi. Silikon ytzey 10 dakika boyunca yeni hazirlanan SU-8 gelistirici ve izopropil alkol

ile yikandi ve azot gazi ile kurutuldu.

PDMS (Sylgard 184 silikon baz ve kir malzemesi) 1:10 oraninda karistiriidi. PDMS
karisiminin gazi desikatoér icinde kabarciklari uzaklastirmak icin giderildi. Daha sonra
karisim, tozdan korumak icin aliminyum folyoya sariimis olan SU-8 ylizeyine damlatildi. SU-
8 uzerindeki PDMS karisimi polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in 2 glin boyunca bekletildi.
Polimerizasyondan sonra, PDMS kolaylikla EtOH ile soyuldu ve gesitli boylardaki silindirik
parca alim vuruslari ile uygun bir sekilde boyutlandiriimis delikler agilarak ¢ikarildi. PDMS
temizligi sterilizasyon icin dnemli bir 6n kosuldur. Bunun igin ilk olarak toz partikiller bant ile
uzaklastirildi ve daha sonra sirasiyla 5 kez ultra saf su ve EtOH ile yilkama, 10 dakika ultra
saf su ile sonikasyon, 5 kez UPH20 ile yikama, 5 dakika EtOH ile sonikasyon ve son olarak
1 kez EtOH ile yikama yapildi ve azot gazi ile kurutuldu.

Mikrokanal Gretimindeki son asamada, PDMS ve temiz camin UV altinda 5 dakika tutularak
birbirlerine yapistiriimistir. Boylece, 10 pl hacmi olan ve uzunlugu 50mm, derinligi 100um ve
200um genigligi olan U¢ boyutlu mikro akigkan lineer cihazi elde edilmigtir. Herbir kanal
kinesin molekull igin bir girisi ve kinesinlere uygun yonlerde rehberlik edecek ve duzgun
hedefe ulasmasini saglayacak bir de cikisa sahiptir. Ayrica, farkli konsantrasyonlara sahip
malzemelerin hedefe ulagsma zamanini ve hareket hizini gézlemlemek i¢in yan yana g kanal
tasarlandi. Bunlara ek olarak, partikilin ivmelenmesi ve yavaglamasi da
gbzlemlenebilmektedir. Mikroakigskan cihaz tasarlarken basing etkisi, partikil boyutunun

etkisi, partiktliin gcapraz konumunun etkisi ve kesit alaninin etkisini géz dnine alindi.
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Sekil 3.23. Mikroakigkan aygitlarin son hali.

3.3.8 Motor Protein ile islevsellestirilen Nanogubuklarin Mikrokanallar Uzerinden

Tasinimi

Motor protein ile fonksiyonellestirilmis altin nanogubuklarin mikrokanallar Gzerindeki hareketi
Sekil 3.24’'te sematik olarak gosterilmistir. Motor proteinler ile fonksiyonellestirilen altin
nanogubuklarin mikrottbuller Gzerinden yurutilmesi islemi cam yuzey Uzerinde yapildigi igin
kullanilan camlarin temiz olmasi gerekmektedir. Camlar ilk olarak asidik ve bazik pirana
coOzeltisi igerisinde temizlendiler ve sonra distile su ile yikanip azot gazi ile kurutuldular. Elde
edilen temiz camlari mikrotibdllerin ylizeye daha iyi absorbe olmalari icin APTES ¢dzeltisi ile
modifiye edildiler. Modifiye camlar Uzerine 25 ul mikrotibuller eklenerek ylzeye tutunmalari
icin 5 dakika bekletildildiler. Ylzeye tutunmayan fazla mikrotubulleri uzaklagtirmak icin 25 pl
ylkama ¢ozeltisi ile yikama islemi yapildi. Daha sonra mikrotubiller Gzerine 25 pl altin
nanogubuklar ile modifiye edilen motor proteinler eklenerek mikroskop altinda altin

nanogubuklarla modifiye edilmis kinesinlerin mikrotbdaller Gzerinde hareketleri gézlemlendi.
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Sekil 3.24. Mikrokanallar icerisindeki kinesin motor protein ile fonksiyonellestiriimis altin

nanogubuklarin taginiminin gosterimi.

3.3.9 Motor Protein ile islevsellestirilen Nanogubuklarin Mikrokanallar Uzerinden

Tasiniminin Fotovoltaik Olgiimleri

Mikrotubullerin ve mikrotubuller Gzerinde kinesin modifiyeli altin nanogubuklarin elektrik alan
icerisindeki hareketinin incelenmesi icin fotovoltaik dlgim ydntemi kullanidi. Olgiim
dizeneginde mevcut bulunan elektrotlar arasina 18mmX18mm kalinhiginda lamel
yerlestirilmistir. Lamel ylzeyi yukarida bahsedildigi gibi mikrotibuller ve kinesin modifiyeli
altin nanocubuklar ile etkilegtiriimistir. Sistem icerisine mikrotibdllerin tampon ¢ozeltisi
eklenmistir. Elektrota gerilim uygulanarak, 1sik kaynagi altinda elektrotlar arasindaki gerilimin

akima dénusimi incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Molekiillerin Oz-Diizenli Tek Katmanlarinin Olusturulmasi ve STM ile

Karakterizasyonu

Burada tartigilan aromatik-tiyol molekullerinin dizilim tabani alkentiyollerinkinden farkhdir.
Molekullerin rotasyonunun serbestliginden kaynakh olarak gugli S-Au(111) baglanmasi
baskin bir rol oynar ve alifatik zincirler arasinda sadece zayif Van der Waals (vdW) baglari
bulunur. Diger yandan, aromatik eslenik kisimlar arasindaki kismen gugli molekullerarasi p-

p etkilesimleri bas kisim/alt tas etkilesiminden daha dnemli bir role sahiptir.

Duzenle olusmus aromatik-tiyol molekullerinin iki boyutlu yapisini incelemek ve bu yapilarin
elektronik dzelliklerinin geometrik dizilimlerindeki olasi etkilerini gérmek igin, énemli dlglide
farkh molekiler yapiya sahip molekiller sentezlenmistir. Altin alttas Gzerindeki 4-((4-
(feniletinil) benziliden) amino)benzentiyol molekulini temsil eden STM goéruntistu Sekil

4.1’de gosterilmistir. Bu farkh dizilimler gértntilerde gézlemlenebilir.

Sekil 4.1. Altin (111) Gzerinde 4-((4-(feniletinil) benziliden) amino)benzentiyol molekilindn

STM goruntuleri.

Sekil 4.1A’da ¢izgi profil hesaplamalarindan 8 A mesafeye sahip paralel siradaki 6z-diizenli
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molekuller goézikmektedir. Bu molekulin morfolojisi Sekil 4.1A'da pek acik sekilde
gorulmeyebilir. Bunun nedeni STM tarama kosullari, gurilti seviyesi ve/veya molekiler
yapidan kaynakh olabilir. Sekil 4.1B’deki goruntl ise ayni tarama degerleri ile 1 saat sonra
alinmistir ve organizasyon teorik hesaplandiginda daha umut verici olmustur. Oz-diizenlerin

bir satirindaki aralik 1 nm olarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.2. (A-D) Tinelleme akimini arttirdigimizdaki  4-((4-(feniletinil)  benziliden)

amino)benzentiyol molekulindn rotasyonel mekanizmasinin STM géruntleri.

Harici uyarici tarafindan gergeklesen molekll rotasyonunu izlemek igin akim dogrudan
dogruya yukseltilmistir. Sekil 4.2(A-D), STM tipinden gelen ylksek akim sonrasi molekiler

diziliminin olasi rotasyonunu gdsteren STM goéruntileridir. Sekil 4.2A’daki t=0 aninda 65 pA
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tunelleme akimi ile alinan gorintuden molekuiler dizilimin u¢ grup ile ayni yonde organize
oldugu goérdlmustar. Yaklasik 1 dakika sonra 550 pA’e kadar olan akim artisini takiben
molekullerin ucglarinda kuresel sekilde olan degisimler gorulmustur (Sekil 4.2B). Akimi 550
pA’den 1 nA’e arttirildiginda ise tlinelleme akimi altindaki molekul rotasyonundan kaynakli

molekullerin ug¢ gruplarinda belirli degisimler gézlenmistir (Sekil 4.2C ve D).

Au(111) ylzeyindeki 6z-dizenli molekillerin davranisini daha iyi anlamak icin yodunluk
fonksiyonel teorisine dayanan SIESTA yaziliminda ab-initio simllasyonu gergeklestirildi.
Perdew, Burke ve Ernzerhof (1996) tarafindan parametrelendiriimis degisim ve korelasyon
potansiyeli icin genellestirimis gradyan yaklasimi (GGA) kullaniimistir. Konverjans
parametreleri sirasiyla kuvvet ve eneriji icin 0.04 ev/A ve 10™ olarak secilmistir. Altin atomlari
icin Cornell Gniversitesindeki bir grup tarafindan olusturulan psédopotansiyel kullaniimistir. C,
S, N ve H atomlari igin ise Troullier- Martins psddopotansiyelleri kullaniimistir. ilk olarak,
Sekil 4.3 'te gosterilen molekll optimize edilmistir. Daha sonra, ylizey merkezli kiibik (fcc) Au

yapisi optimize edilmis ve Au atomlari arasindaki mesafe 2.91 A olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3. 4-((4-(feniletinil) benziliden) amino)benzentiyol molekulinun yapisi.

Molekduller arasi etkilegsimler altinda molekilin yapisal formunu anlamak igin, Au(111) yuzey
formu olan iki katmanh slper hicre belirlenmigtir. Daha sonra baslangi¢ta ylzleri y
dogrultusuna dogru olan tekil gevsek formundaki iki molekil (Sekil 4.4A) yerlestirilmistir.
Super hucredeki molekiller arasindaki mesafe STM goéruntuleri Gzerinden ¢izgi profili ile
hesaplanmistir. Altin atomlari sabitlenmis olarak, molekdiller ise gevsemis modda organize
olmus olarak kabul edilmigtir. Altin ylzey Utzerindeki molekillerin gevsemesinden sonra elde

edilen 6z-duzenlerin STM goéruntuleri ile uyumlu sekilde oldugu gortlmustur.
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Sekil 4.4. 4-((4-(feniletinil) benziliden) amino)benzentiyol molekulinin islemsel modeli.

Sekil 4.4A 6z-dizen olmus iki molekulinin yukaridan ve yandan goértntisuna Sekil 4.4B ise

Altin (111) Gzerindeki birgok molekulinin 6z-dizenini gostermektedir.

Altin  alttas  Uzerindeki  N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4  (metiltiyo)fenill)metanimin
molekdlinld temsil eden yuksek ¢ozunurilik STM gorintist ve STS spektroskopisi Sekil
4.5te gosterilmistir. Molekll rotasyonunu gézlemlemek igin tlnelleme akimi artirilarak
molekul yénelimindeki degisimler incelenmistir. Sekil 4.5A, STM tipinden gelen akim sonrasi
molekdler dizilimi gdsteren STM goéruntistdir. Sekil 4.5A t=0 aninda 65 pA tlnelleme akimi
ile alinan goéruntuleri gostermektedir. Yaklasik 1 dakika sonra 550 pA’e kadar olan akim artisi
sonrasi, molekiillerin u¢ gruplarinda bulunan 3 benzen halkasinin 1-11 etkilesimlerinden

dolayr molekullerin donme haraketini engelledigi gorulmektedir.
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Sekil 4.5. Altin (111) Gzerinde N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4 (metiltiyo)fenill)metanimin
molekdlinin (A) yiksek ¢ozunurilik STM goruntisa (B) taramalil tinelleme spektroskopisi

(I-V egrisi).

Molekdillerin elektronik davraniglarini incelemek i¢in STS dl¢imleri yapilmigtir. STS dl¢timleri
geri bildirim déngusl kapatilarak sabit tip-drnek mesafesi ile gergeklestirilmistir. Her I/V egrisi
on basarili voltaj dlgiminin ortalamasi alinarak yapilmistir. Bitlin spektroskopinin
gerceklesmesi icin gereken sure 1 saniye olarak ayarlanmistir ve bu sayede yanal kaymanin
etkileri ihmal edilmigtir. Molekdllerin gdsterdigi elektronik 6zellikler molekullerin HOMO(en
yuksek dolu molekuler orbital) ve LUMO(en dusuk bos molekuler orbital) enerji seviyelerine
gore degisim gostermektedir. HOMO ve LUMO enerji seviyeleri arasindaki farkhhklar
molekdullerin dizilimleri ile ilgilidir. N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4 (metiltiyo)fenill)metanimin
moleklline ait |-V egrisi Sekil 4.5B’de verilmigtir. N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4
(metiltiyo)fenill)metanimin molekulinin 1/V egrisine bakilacak olursa molekul yari-iletken

davranigi gostermigtir.

Sekil 4.6A Au(111) yuzey Uzerindeki 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol
molekuline ait STM géruntisunt goéstermektedir. Sekil 4.6A’da t=0 aninda 50 pA tinelleme
akimi ile alinan goruntuler gosterilmistir. 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol
molekulinin Au(111) yluzey uzerine 6z-dizenli tek katmanl yapilar meydana getirmek igin
cok farkh denemeler yapilmis olmasina ragmen, molekdllerin ¢ok dizenli bir organizasyon
olusturmamasindan ya da olusan dizenli yapilarin sadece c¢ok kiglk alanlarda
olusmasindan  6tiri molekiler rotasyon incelenememistir.  Dlzenli  yapilarin

gbzlenmemesinin bir diger nedeni de ylzeyde olusan oksidasyon tabakasindan dolayidir.
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Sekil 4.6. Altin (111) Gzerinde 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol

molekulinin (A) STM goruntisu (B) taramali tinelleme spektroskopisi (I-V egrisi).

1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol molekiline ait |-V egrisi Sekil 4.6B’de
verilmigtir.  1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol molekulindn 1/V egrisine

bakilacak olursa bu molekul de yari-iletken davranigi gostermistir.

4-((4-(feniletinil) benziliden) amino)benzentiyol molekulune ait |-V egrisi Sekil 4.7'de
verilmigtir. 4-((4-(feniletinil) benziliden) amino)benzentiyol molekulinin I/V egrisine bakilacak
olursa bu molekul de diger molekuller gibi yari-iletkenlik davranigi géstermistir. Ancak Sekil
4.7°deki |-V egrisinde goziken pik negatif diferansiyel diren¢c (NDR) olarak bilinmektedir.
Negatif diferansiyel direng 6zelligi rezonans tiinellemesinden kaynakli olabilir. NDR piklerinin
sadece grafigin negatif voltaj ya da pozitif voltaj kisminda kalmasi ylk transferinin sadece tek
yonde daha gigli oldugunu gostermektedir. Sekil 4.7°deki I-V egrisinde NDR pikinin sadece
negatif voltaj bdlgesinde olmasi ylik transferinin sadece tek ydnde gergeklestigini

go6stermektedir.
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Sekil 4.7. 4-((4-(feniletinil) benziliden) amino)benzentiyol molekulinun taramali tinelleme
spektroskopisi (I-V egrisi).

Temas agisi Olgumleri ise Au(111) yuzeyi Uzerinde olusturulan 6z-duzenli tek katmanlarin
islanabilirligini tayin etmek icin kullaniimistir. Alnan d&lgimlere goére Au(111) ylzeyi
Uzerindeki 4-((4-(feniletinil) benziliden) amino)benzentiyol, 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-
benzo[d][1,2,3]triazol ve  N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4  (metiltiyo)fenill)metanimin
molekullerinin acilar sirasiyla 70°, 72° ve 71° ‘dir. Molekul baglanmamis Au(111) yuzeyinin
acisi ise 64° olarak Olgculmustir. Temas agisinin artmasi yuzey geriliminin arttigini

gOstermektedir.

Au(111) yuzey Uzerindeki molekullerin kalinliklari spektroskopik elipsometre ile dlgulmustar.
Alinan veriler U¢ katmanh Cauchy modellemesi kullanilarak fit edilmistir. Molekullerin kirilma
indeksleri 1.44 olarak alinmistir. Au(111) ylzeyi Uzerindeki 4-((4-(feniletinil) benziliden)
amino)benzentiyol, 1-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol ve N-(4-(antrasen-9-
iletinil)fenil)-1-(4 (metiltiyo)fenill)metanimin molekullerinin kalinliklari sirasiyla 2.12 + 0.1 nm,

1.52 £ 0.1 nmve 2.22 + 0.1 nm olarak hesaplanmistir.
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4.2 Oz-diizenli Tek Katmanlarin XPS ile Karakterizasyonu

Au (111) yuzeyde molekillerin 6z-dizenli tek katmanlar olusturdugunun ispatlanmasi igin

yapilan XPS analizlerinin sonuglari agsagida verilmigtir.
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Sekil 4.8. N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4 (metiltiyo)fenilllmetanimin molekulinun (A)
sematik gosterimi, (B) genel XPS taramasi, (C) C1s XPS taramasi, (D) N1s XPS taramasi,
(E) S2p XPS taramasi, (F) O1s XPS taramasi.
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N-(4-(antrasen-9-iletinil)fenil)-1-(4 (metiltiyo)fenill)metanimin molekulu igin XPS spektrumlari
Sekil 4.8'de verilmigtir. C1s spektrumu 284.8 eV’'da bulunan genel karbon bilesenleri ve
286,6 ile 289,1'de bulunan iki kuguk pikten olusan 3 ayri bolume ayrilmistir. Piklerin
kuvvetlerinin orani sirasi ile 3.4: 1.7: 1.0’ dir. Spektrumdaki ana pik molekdl igerisindeki
aromatik karbon bilesenlerini géstermektedir. 286.6 eV’da bulunan zayif pik, azot atomlarina
baglanmis karbon atomlarina atanmistir. Fakat piklerin oranlari stokiyomerik iligkileri
desteklememektedir, bu sebeple iki ufak pik yuzeydeki safsizliklardan kaynaklanan
oksitlenmis karbon bilesenlerine, yani karbonil ve karboksil gruplarina atfedilmistir. N1s
bolgesi 1.8: ile 1:0 oranlarinda olan 399.3 eV ve 401.4 eV‘da bulunan zayif ve genis iki pike
ayrilmistir. DUsuk baglanma enerjisindeki kuvvetli pik molekul igerisindeki azot kismina
karsilik gelirken ylksek baglanma enerjisindeki zayif pik oksitlenmis azot bilesenlerini
goOstermektedir. Kukulrt spektrumu 167.2 eV'da yalniz 2p cif piki (2ps,) gostermektedir ki bu
altin alttasa baglanmis kukirt atomuyla eslestirilebilir. O1s bdlgesi 521.0 eV’da zayif ve genis
bir pik vermektedir. Oksijen ve oksitlenmis azot ve karbon bilesenlerinin varli§i oksitlenmeye

olan zayif egilimi isaret etmektedir.
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4-((4-(metiltiyo)fenil)etinil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol molekulld igin XPS spektrumlari Sekil
4.9'da verilmigtir. C1s spektrumu 284.8 eV’da bulunan genel karbon bilesenleri ve 286,5 ile
289,1’de bulunan iki kuguk pikten olugan 3 ayri boluime ayrilmistir. Piklerin kuvvetlerinin orani
sirasl ile 7.8: 1.3: 1.0'dir. Spektrumdaki ana pik molekil igerisindeki aromatik karbon
bilesenlerine atanmigtir. 286.5 eV’da bulunan pik karbon bilesenlerine baglanmis azota
atanirken ayni zamanda safsizliklardan gelen karbonil gruplarina kargilik gelmektedir. 289.1
eV'daki pikin ylzeydeki Kirliliklerin karbonil kisimlarindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.
N1s bolgesi genis bir pik géstermektedir ki bu pik 1.5 ile 1.0 oranlarinda olan 399.2 eV ve
401.3 eV ‘da bulanan iki ayri pike ayristirilabilinir. Disuk baglanma enerjisindeki kuvvetli pik
molekdl icerisindeki azot atomlarindan gelmekteyken, yiksek baglanma enerjisindeki zayif
pikten oksitlenmis azot bilesiklerinin varligi anlasiimaktadir. Kikirt spektrumu 167.1 eV'da
yalniz 2p cift piki (2ps2) gostermektedir ki bu altin alttasa baglanmis kikirt atomuyla
eslestirilebilir. O1s bdlgesi 532.4 eV'da zayif ve genis bir pik vermektedir. Oksijen ve
oksitlenmis azot ve karbon bilesenlerinin varlidi oksitlenmeye olan zayif egilimi isaret

etmektedir.
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Sekil 4.10. 4-((4-(feniletinil)benziliden)amino)benzentiyol molekilindn (A) sematik gosterimi,
(B) genel XPS taramasi, (C) C1s XPS taramasi, (D) N1s XPS taramasi, (E) S2p XPS

taramasi, (F) O1s XPS taramasi.
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4-((4-(feniletinil)benziliden)amino)benzentiyol molekuld igcin XPS spektrumlari Sekil 4.10'da
verilmistir. C1s spektrumu 284.8 eV’da bulunan genel karbon bilesenleri ve 287,5 ile
290,7°de bulunan iki kuguk pikten olugan 3 ayri bolume ayrilmistir. Piklerin kuvvetlerinin orani
sirasl ile 9.6: 1.4: 1.0dir. Spektrumdaki ana pik molekil igerisindeki aromatik karbon
bilegenlerine atanmigtir. 287.5 eV’da bulunan pikin karbonil gruplarindan gelmesi muhtemel
iken 290.7 eV'daki pikin yuzeydeki safsizliklarda bulunan O(CO)O tipi kisimlardan
kaynaklandig1 digunilmektedir. N1s bolgesi genis bir pik gostermektedir ki bu pik 1.7 ile 1.0
oranlarinda olan 398.6 eV ve 401.0 eV ‘da bulanan iki ayri pike ayristirilabilinir. Dusuk
baglanma enerjisindeki kuvvetli pik molekul igerisindeki azot atomlarindan gelmekteyken,
yuksek baglanma enerjisindeki zayif pikten oksitlenmis azot bilesiklerinin varligi
anlasiimaktadir. Silfir spektrumu 161.8 eV'da ve 168.6 eV'da bulunan iki adet 2p cift piki
(2ps2) gbstermektedir. ik ciftli pik kikirt atomlarinin  altin  alttasa baglanmasiyla
iliskilendirilebilirken sonraki pik oksitlenmis kikurt bilesenlerinden kaynaklanmaktadir. O1s
bolgesi 533.7 eV’da zayif ve genis bir pik vermektedir. Oksijen ve oksitlenmis azot, kikurt ve

karbon bilesenlerinin varligi oksitlenmeye olan zayif egilimi isaret etmektedir.

4.3 Altin Nanogubuk Sentezi, Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

4.3.1 Altin Nanogubuklarin Karakterizasyonu

Altin nanogubuklar 400-1000 nm dalgaboyu araliginda UV-Vis spektroskopisi kullanilarak
karakterize edilebilirler. Altin nanogubuklar belirli bir bicimde iki absorpsiyon pikine sahiptir.
Bunlardan ilki altin nanogubuklarin ¢api ile ilgili olan enine absorpsiyon pikidir. Digeri ise
boyu ile ilgili olan boyuna absorpsiyon pikidir. Sekil 4.11 farkli uzunluklara sahip altin
nanogubuklarin UV-Vis spektrumunu goéstermektedir. Uzunluk oranlarindaki degisiklikler,
buyime c¢ozeltisindeki AQNO; konsantrasyonunun artmasindan dolayi piklerin saga dogru
kaymasi ile iligkilendirilir. ilk pik olan enine plazmon bandi, yaklagik olarak 530 nm’de
g6zlenmis ve uzunluk orani arttigi halde pikin pozisyonu degismemistir. Elde edilen bu
sonugta altin nanogubuklarin ¢apinin degismedigini gosterir. ikinci pik olan boyuna plazmon
bandi altin nanogubuklarin olusumunu goésterir. Bu pik, AQNO; konsantrasyonu degisimi ile
birlikte 680 nm’den 780 nm’e kaymigtir. Enine plazmon bandinin kirmiziya kayma miktari

gumus konsantrasyonunun artmasi ile artar.
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Sekil 4.11. Altin nanogubuklarin UV-Vis spektrumu. Kaymalar buyutme ¢ozeltisindeki AQNO;

konsantrasyonuna karsilik gelmektedir.

Sekil 4.12 CTAB kaph altin nanogubuklarin SERS spektrumunu gdstermektedir.
Spektrum 532 nm dalgaboyunda alinmistir. Bu spektrumdaki CTAB molekulinden gelen
temel bantlar, 1000-1170 cm™ve 2600-3100 cm 'olmak iizere iki ana bdlgede
gorulmektedir. ilk aralikta C-C gerinme modlarinin iskelet titresimlerinin baskin geldigi
gb6zlemlenirken ikinci aralik C-H titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu iki spektral bélge de
hidrokarbon zincirinin yapisina duyarlidir. Digerlerinden ayri olarak 765 cm™" de gézlemlenen
pik C-Br gerinmesine karsilik gelirken 999, 1040, 1110, 1306, 1476 ve 1600 cm™ pikleri C-C
gerinim titresimleriyle eslesmektedir. 2800-3000 cm™ bélgesi zincirler arasi etkilesimler ve
yapisal bozukluklarin gostergesidir ve literatirdeki calismalarda oldukga iyi agiklanmaktadir
(Kaminska vd., 2008).
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Sekil 4.12. Altin nanogubuklarin SERS spektrumu

Altin nanogubuklarin SEM goruntuleri Sekil 4.13’te gorunebilir. Sekil 4.13A, CTAB igerisinde
blylimekte olan altin nanogubuklarin gérintistudir. Gorintiden CTAB molekllinin misel
sekli ve misel igerisindeki altin nanogubuklar agikga gérilmektedir. Ayni sekilde, bazi altin
nanogubuklar partikil olarak gdzikmektedir ve bunun nedeni tamamlanmamis biylime

surecidir. Altin nanogubuklarin uzunluk orani asagidaki Denklem 4.1’den hesaplanabilir.

AR = Jzunluk Denklem 4.1
Cap

Sekil 4.13(B-D) farkh buyltmelerdeki altin nanogubuklarin mercek ici SEM gdortntdlerini
gosterir. Gorlntllere dayanarak yapilan hesaplamaya goére altin nanogubuklarin uzunluk
oranlari 3.5 olarak hesaplanmistir. SEM gdrintileri meydana gelen altin nanogubuklarin
dizgun sekilde dagildiklarini gostermektedir. SEM gorintilerinden altin nanogubuklarin ¢api

10 nm, uzunlugu da 35 nm olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.13. Altin nanogubuklarin Taramali Elektron Mikroskobu goéruntuleri

Altin nanogubuklarin ¢ekirdek aracili ydéntemiyle sentezlenmesi azot ortaminda tekrarlanmis
ve azot gazinin akisi ile nanoyapilarin morfolojisinin kontroli saglanmistir. Sekil 4.14’te
g6rildigu gibi, altin nanogubuk sentezi sirasinda azot gazinin kullanilmasi nanokabarcik
icine  hapsolmus altin  nanocubuk  olusumunu  saglamistir.  Sekil 4.14B’de
sentezlenen nanokabarcik ¢dzeltisinin UV-Vis spektrumu 520 nm ve 800 nm’de olmak lzere
iki adet pike sahiptir.
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Sekil 4.14. (A) Nanokabarciklarin bayuk alan SEM goruntisu, (B) A'daki SEM gorantusidnun
buyutulmus hali (ic resim: nanokabarciklarin UV-Vis spektrumu), (C) Nanokabarciklarin

yuksek ¢dzunurlikla SEM gorantusa.

Azot ortaminda sentezlenen bu yeni nanoyaplilar yizey aktif madde ile gevrelenmis azot gazi
kabarciklaridir. Bu kabarciklar ortalama 200-600 nm yarigapina sahiplerdir ve kabarciklarin
icinde ¢ok sayida altin nanogubuk bulunur (Sekil 4.14C). Altin nanopargacik igeren bu
kabarciklarin hem teshis hem de tedavi icin kullanilabilecek birgok 6zelligi vardir. Bunlarin
basinda fototermal etki, kemoterapétiklerin kabarcik c¢eperinde tasinmasi, bir hicre

icerisindeki altin nanogubuklarin tespit edilmesi gibi 6zellikler yer alir.

4.3.2 Altin Nanogubuklarin Fonksiyonellestiriimesi ve Karakterizasyonu

Altin  nanogubuklarin kinesin motor proteinler ile islevsellestiriimesinden 6&nce, altin
nanogubuklar ile motor proteinler arasindaki konjugasyonun tam olarak saglanmasi ve

kinesinin motor fonksiyonu Uzerindeki yapisal engelleme etkisini azaltmak igin altin
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nanogubuklar ile protein molekllleri arasinda uzatici kol gdérevinde PEG molekiilleri
yerlegtirilmigtir. Bunun icin COOH-PEG-SH gibi iki fonksiyonlu PEG ve tek fonksiyonlu PEG
(mPEG-SH) kullaniimigtir.

Altin nanocgubuklar bilindigi Gzere tiyol bilesiklerine afinite gdsterirler. Altin nanogubuklarin
sadece (111) yuzeyinin SAM yapilari kolayca alkantiyollerle veya diger tiyol uggruplu biyolojik
molekdller ile islevsellestiriimistir. Alkantiyol dizilimlerinin olusmasi, altin nanogubuk
ylzeylerinin kirilma indislerinin degismesinden dolayi ylizey plazmon rezonansinda kirmiziya
kaymaya yol acmistir (Yu ve Irudayaraj, 2006). Zareie vd. (2008) de biyolojik molekdiller ile
fonksiyonellestirilmis, karisik  kendiliginden olusmus teklitabakalar (izerinde altin

nanogubuklari ug uca ekleyerek uzun zincirler elde etmek icin bir metot gelistirmigtir.

PEG-maodifiyeli altin nanogubuklar, CTAB ile stabilize edilmis altin nanogubuklar ile mPEG-
SH (Sekil 4.15) karistirilarak hazirlanmistir. PEG-modifiyeli altin nanogubuk c¢o6zeltisinin
absorpsiyon spektrumu UV-Vis spektroskopisi ile olgulmastir. Sekil 4.16 altin nanogubuk
¢ozeltisinin mMPEG-SH ile etkilesiminden 6nceki ve sonraki spektrumunu gostermektedir.
Spektrum A, nanogubuklarin tipik UV-Vis karakteristigini gostermektedir, elde edilen
sonuglara goére boylamsal olarak 775 nm ve enlemsel olarak 520 nm osilasyon modlarina
karsilik gelen iki plazmon bandini géstermektedir. Boylamsal pik PEG ile etkilestiriimeden
sonra 775 nm’den 781 nm’ye kayarken, enlemsel pik 520 nm de kalmistir (Spektrum B).
Fonksiyonellesmeden sonra boylamsal pik kirmiziya dogru 7-9 nm bir kayma gostermigtir ki
bu kaymanin sebebi altin nanogubuklarin yizeyindeki PEG tabakalandir. Etkilesmeden
ortamda bulunan fazla PEG molekullerinin ve altin nanogubuklarin santrifij ile
uzaklastiriimasindan sonra, PEG modifiyeli altin nanogubuklarin absorpsiyon siddeti ciddi
miktarda disus gostermistir (Spektrum C ve D). Bunun nedeni hem ortamda serbest halde
bulunan baglanmadan kalan altin nanocubuklarin hem de fazla PEG molekdllerinin
uzaklastirimasindan ileri gelmektedir. Bu kisimda dikkat edilmesi gereken onemli bir nokta
da spektrum C ve D’deki piklerin siddetlerinin toplami spektrum B’deki pikin siddetine karsilik

gelmektedir.

Z+_
/N

a)

b) HaCu o
) Hs o%\/ VSH
n

Sekil 4.15. CTAB (a) ve mPEG-Tiyol (b) bilesiklerinin kimyasal yapilari.

Br
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Sekil 4.16. Fonksiyonellestiriimis altin nanogubuklarin absorpsiyon spektrumu. (A) CTAB ile
stabilize edilmis altin nanogubuklar. (B) PEG-modifiyeli altin nanogubuklar. (C) PEG-
modifiyeli altin  nanogubuklarin santrifGjinin yizen fazi. (D) PEG-modifiyeli altin

nanogubuklarin pelletleri.

Altin  nanogubuklarin  mPEG-SH ile fonksiyonellestirme isleminden ©6nce ve
fonksiyonellestirildikten sonra zeta potansiyelleri dlgulmustir ve Sekil 4.17°de sonuglar
gosterilmistir. Zeta potansiyel olcumi altin nanogubuklar Uzerindeki yuzey yukunin
belirlenmesinde kullanilir. Buna ek olarak zeta potansiyel dlcima altin nanogubuklar Gzerine
yapilan fonksiyonellestirme isleminin sonucunu ylzey potansiyelinde meydana gelen
degisiklik ile gostererek yapilan fonksiyonellestirme isleminin basarili olup olmadigini da
go6stermektedir. Altin nanogubuklar fonksiyonellestirimeden 6nce zeta potansiyeli 34.9 mV
olarak ol¢tlmustir. CTAB katyonik bir molekil oldugu icin CTAB ile stabilize edilmis altin
nanogubuklar katyonik ylzey o6zelligi gostermistir. PEG ile etkilesmeden sonra altin
nanogubuklar ylzeylerinde baskin olarak bulunan CTAB molekillerinin yerini PEG
molekdllerinin aldiginin gdstergesi olarak, zeta-potansiyeli 34.9 mV’dan (Sekil 4.17A) -4.15
mV’a (Sekil 4.17B) kaymistir. Zeta-potansiyelinde meydana gelen bu ciddi disuis, hidrofilik

uc grup olarak kuaterner amonyuma sahip CTAB molekiillerinin uzaklastiriimis olmasi ile
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aciklanir. PEG ile fonksiyonellestirmeden sonra altin nanogubuklar beklendigi gibi neredeyse

notr bir yizeye sahip olmustur (Liopo, 2012).

A Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 4.17. (A) CTAB-stabilize altin nanogubuklarin ve (B) PEG-modifiyeli altin
nanogubuklarin zeta potansiyeli dlgtimleri.

Sekil 4.18 altin nanogubuklarin mMPEG-SH ile fonksiyonellestiriimeden 6nce ve sonraki
taramali elektron mikroskobu goérintilerini icermektedir. Sekil 4.18A'da saf altin
nanogubuklarin fonksiyonellestiriimeden énce ortalama 20 nm c¢apa ve 40 nm uzunluga
sahip oldugu gorilmektedir. Sekil 4.18B ve C altin nanogubuklarin fonksiyonellestiriimeden
sonraki mikroskop gorintilerini gdstermektedir ve altin nanocgubuklar etrafindaki PEG

tabakalari net bir sekilde gérilmektedir.
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Sekil 4.18. Altin nanogubuklarin PEG ile etkilestiriimeden énce (A) ve sonra (B ve C) SEM

gorintaleri.

Atomik Kuvvet Mikroskobu goéruntileri Taramal Elektron Mikroskobu'ndan elde edilen
sonuglari desteklemek icin alinmistir (Sekil 4.19). Altin nanogubuklarin mPEG-SH ile
islevsellestiriimesinden énce ve sonra birgok AFM goérintist alinmigtir. Altin nanogubuklarin
caplari ve uzunluklari sirasiyla 40 nm ve 70 nm olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu
degerler SEM'den elde edilen degerlerden daha buyuktir. Bu farklilagsmanin sebebi AFM
ucunun korelmesi ve SEM gorintulerinde elektron huzmesi nedeniyle gorilmeyen altin
nanogubuk etrafindaki CTAB molekullerinin bulunmasi ile alakahdir. Sekil 4.19C ve D, PEG
ile etkilestirilmis altin nanogubuklarin topografi ve faz goéruntuleridir. Altin nanogubuklarin
morfolojisi PEG ile konjuge olmasindan sonra tamamen degismistir. Altin nanogubuklar

uzerinde bulunan PEG tabakasi AFM goruntilerinde acik bir sekilde gorulmektedir.
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Sekil 4.19. (A ve B) Altin nanogubuklarin ve (C ve D) PEG ile etkilestiriimis altin
nanogubuklarin AFM goruntuleri

4.4 Altin Nanogubuklarin Kinesin Motor Proteini ile islevsellestiriimesi

Altin  nanogubuklarin kinesin molekdilleri ile modifikasyonu altin ylzeyin kazein ile
pasiflestirimesi ve ATP varliginda motor proteinlerin altin nanogubuklara baglanmasi ile
gerceklesmistir. Kinesin molekiilleri ile modifiye edilmis altin nanogubuklarin absorpsiyon
spektrumu UV-Vis spektroskopisi ile odlgulmastir. Sekil 4.20, altin  nanogubuk
suspansiyonunun tampon c¢oézelti icerisindeki motor protein ile etkilesiminden 6nceki ve

sonraki absorpsiyon spektrumunu goéstermektedir.
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Altin nanogubuklar motor proteinler ile islevsellestiriimeden énce, tampon ¢dzeltisi icerisinde
¢ozulmustar. Enine ve boyuna pikler sirasiyla 520 nm ve 699 nm’de (mavi pik) gozlenmigtir.
Kinesin bagli altin nanogubuklarin boylamsal piki ise 706 nm’'ye (kirmizi pik) kaymigtir.
Pikteki genisleme ve absorbans siddetinde meydana gelen azalma altin nanogubuklar
etrafina baglanan molekaullerin kiriima indisindeki degismenin sonucu olarak acgiklanir. Ayrica
boylamsal pikteki belirgin kayma da motor proteinin altin nanogubuk ylzeyine baglandiginin
gOstergesidir.
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Sekil 4.20. BRB80 tamponu igerisindeki (a) ham ve (b) Kinesin motor protein bagli altin

nanogubuklarin absorpsiyon spektrumu.

Kinesin motor protein ile fonksiyonellestiriimis altin nanogubuklarin gérintileri AFM tiklamal
mod kullanilarak elde edilmigtir (Sekil 4.21). Sekil 4.21A bu baglanmanin silikon alttas
Uzerindeki buydk alan AFM gorintisidir. Sekilde altin nanogubuklar ve protein
molekdllerinin az ¢ok bir dizilim simetrisi gerceklestirdigi ve biraz da alttas Uzerinde
dizenlendigi goéruliyor. Meydana gelen bu dizilme proteinden ya da kinesin molekulinin
alttas Uzerinde fiziksel dizilim olusturmayi tercih etmesinden kaynakl olabilir. Sekil
4.21Adaki goérintinin daha ylksek buydtmeli hali Sekil 4.21B’de gdésteriimektedir. Sekil
4.21B Uzerinde bulunan oklar, goérintldeki altin nanocgubuklari gdstermektedir. Kinesin
molekdllerine baglanmis altin nanogubuklarin, kinesin molekullerine baglanmamis olan altin

nanogubuklara nispeten boylarinda 6nemli o6lcide artis olmustur. Altin nanogubuklarin
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morfolojisi kinesin molekiilleri ile eslenik hale geldiginde tamamen degismistir. Kinesin

molekdlleri AFM gérintilerinde de agikga gérinmektedir.

Sekil 4.21. (A ve B) Kinesin bagl altin nanogubuklarin distk ve yiuksek ¢ézunarlikli AFM

goruntaleri

4.5 Tibulin Polimerizasyonu

Tabdlinin  biyolojik  etkinligi  polimerizasyon deneyleri ile incelenmistir.  Tabdlin
polimerizasyonu dlgiimleri 340 nm ve 37°C’de 45 dakika boyunca her 30 saniyede bir olacak
sekilde gercgeklestirildi. Polimerizasyonda 3 faz bulunmaktadir. 1. faz ¢ekirdeklesme fazi olup
0-300 saniye arasinda, 2. faz blyime fazi olup 300-1400 saniyeleri arasinda son faz olan
yani 3. faz ise kararli durum fazidir ve 1400-3600 saniyeleri arasinda gerceklesir. Sekil
4.22'de, tubdlin ¢ozeltisinin optik yogunlugunun 340 nm’de artig gostermesi ile polimerlesmisg
olan mikrotiibller gdsterilmistir. Olgiim esnasinda ¢dzelti hacmi direkt olarak okunan mesafe
uzunlugunu etkilediginden dolayl dizgun polimerizasyon sinyali almak i¢in yari alanli 96
kuyulu plakalar tavsiye edilmektedir. Yarim alana sahip 96 kuyulu plakanin kullaniimasinin
nedeni normal 96 kuyulu plakalardan %25 daha ince oldugu igin arka plandan gelen

sinyallerleri azaltarak polimerizasyon sinyalinin gucunu arttirmaktadir.
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Optik Yogunluk
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Sekil 4.22. Tubdlin polimerizasyonun optik yogunluk grafigi.

Polimerizasyon metodunda belirtigi gibi 340 nm’ deki optik yogunluk degeri 0.18'dir ve
yaklasik olarak polimerin 1 mL igerisinde bulunan 1 mg polimer agirligina esittir. Sekil
4.22’deki tubulin polimerizasyon grafigine bakildiginda 0.6 optik yogunluk degeri hazirlanan

baslangi¢ tubulin konsantrasyonunun %70’inin polimerlestigini gosterir.
Konfokal mikroskop polimerizasyon sonrasi mikrotibdllerin seklini gézlemlemek igin

kullanildi.  Sekil 4.23’te mikrotubullerin floresans goruntileri verilmistir. Goruntilerden

mikrotUbullerin uzunluklarinin 10 ile 30 ym arasinda oldugu hesaplanmistir.
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Sekil 4.23. Mikrotubullerin floresans mikroskop gorintuleri (100X bayutme). A) Dusuk

konsantrasyon B) Yiksek konsantrasyon. Olgl gizgisi 10 um.

Altin nanogubuklar ile fonksiyonellestirilen kinesin motor proteinlerin mikrottbuller Gzerindeki
hareketinin, mikrotibullerin konsantrasyonuna bagl olup olmadigi incelenmistir. Bu amacla
mikrotubdller iki farkli konsantrasyonda hazirlanarak floresans mikroskop goruntileri
alinmigtir. Elde edilen farkli konsantrasyonlardaki rodamin boyali mikrottbdllerin géruntaleri
532 nm dalgaboyundaki lazer kaynagi ile konfokal mikroskop kullanilarak elde edilmistir.
Sekil 4.23A’da mikrotubdllerin 4 kat seyreltime sonucu goruntist verilmektedir.
Mikrotubullerin cam ylzeye daha iyi tutunmalar icin cam ylzeyler APTES ile modifiye
edilerek mikrotibdllerin  immobilizasyonlari  saglanmistir.  Sekil 4.23B  ise yuksek
konsantrasyonda hazirlanmis  mikrotibdllerin  gérintisudur.  Mikrotlbdllerin - ylksek
konsantrasyonda hazirlanmasi sekil Uzerinde de gorildigu tGzere ¢ok yogun ve agsi yapida
mikrotibullerin olusumuna neden olmustur. Bu durum sonugta kinesin molekiillerinin
hareketinin kisittanmasina neden olmaktadir. Bu nedenle seyreltiimis halde immobilize olmus

mikrotibdiller bir sonraki adim icin avantajli bulunmustur.
Sekil 4.24A ve B, tlbulin polimerizasyon igleminden sonra olugsan mikrotubullerin sirasiyla

topografik ve faz AFM mikrograflarini géstermektedir. Tum AFM gérintuleri tiklamali modda

ve sivi ortaminda alinmistir.
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Sekil 4.24. (A) Mikrotibdullerin yliksek ¢ézunurlukteki topografik AFM goruntisi (B) faz
géruntusu. (C) Kinesin motor proteinin buylk alan AFM géruntisu (D) yuksek ¢ézunurllkteki

AFM faz goérintusa.

Mikrotubullerin ¢api yaklasik olarak 40 nm olciimustir ve konfokal mikroskopla uyumiu
sonuglar elde edilmistir. Ancak AFM sistemimizin maksimum tarama boyutlarindan dolayi
mikrotibullerin tam boyutunu igeren goéruntileme yapilamamistir. Mikrotlbullerin  ¢api
literatirde bahsedilenden daha genis Olglilmesinin sebebi ise AFM ucunun genisleme
etkisinden kaynaklanmaktadir. Hem duz hem de yonelimli olarak ylzeye tutunmalari
herhangi bir deformasyona ugramadan esnek hareketlerinin gostergesidir. Ayrica Sekil
4.24B’deki faz goruntisinde mikrotliblli olusturan filamentler de ayrintih bir gekilde
gorilmektedir. Sekil 4.24C ve D ise kinesin proteinin yiksek alan ve ylksek blyitme AFM
faz mikrograflaridir. AFM’de faz gériintusu alinmasinin nedeni ise daha detayli sonuglar elde
etmemizi saglamasidir. Sekil 4.24D’de ylksek ¢ozinurlik faz gorintisinde kinesinin sahip
oldugu 2 ayak ve kafa yapisi goértlmektedir.
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4.6 Motor Protein ile islevsellestirilen Nanogubuklarin Mikrokanallar Uzerinden

Tasiniminin Gériintiilenmesi ve Fotovoltaik Ozelliginin Olgiimii

Altin  nanocgubuklarin kinesin motor proteinleri ile islevsellestiriimesinden o6nce altin
nanogubuklarin literatlirde belirtildigi gibi floresans 6zellik gosterdigi Sekil 4.25A’daki
gorintide ispat edilmistir. Altin nanogubuklarin 532 nm dalga boyundaki lazer ile floresans
goérintist ve beyaz i1sik altinda DIC gérintist alinmigtir. Altin nanogubuklarin floresan
Ozellige sahip olmasi, kinesin motor proteinleri ile fonksiyonellestirildikten sonra mikrotibuller

uzerindeki hareketlerinin goéruntilenmesi agisindan avantaj saglamaktadir.

Sekil 4.25. Altin nanogubuklarin konfokal mikroskop altinda (A) floresans goéruntisu ve (B)
DIC gorintusu (100X buyutme).

Altin nanocgubuklarla islevsellestirilen kinesin motor proteinlerinin farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan mikrotibdller Uzerindeki yerlesimleri de incelenmistir. Sekil 4.26A’da disuk
konsantrasyon metodu baz alinarak hazirlanmis olan ve ortamdaki diger mikrotubuller ile
karmasik agsi yap! olusturmayan tekil mikrotubuller bulunmaktadir ve mikrotubuller Uzerinde
belirli bir sirada dizilen altin nanogubuklar ile fonksiyonellestirilen kinesin motor proteinleri
bulunmaktadir. Sekil 4.26B’de ylksek konsantrasyon metodu uygulanarak mikrottbdller elde
edilmigtir. Yiuksek konsantrasyondaki mikrotibuller Gzerinde Sekil 4.26A’da mevcut olan
goruntideki gibi altin nanogubuklar ile modifiye edilmis kinesin motor proteinlerin

mikrotlbuller Uzerinde baglandidi gézlemlenmistir. Sekil 4.26A’da mevcut olan gérintiye
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gore daha az altin nanogubuklar ile modifiye kinesin motor proteinleri gézlenmektedir. Altin
nanogubuklar ile modifiyeli kinesinlerin az miktarda goérinmesinin nedeni; mikrotubullerin
yogun olarak bulunduklari ortamda Ust Uste gelerek floresans siddetini arttirmasi ile ylzeye
baglanan altin nanogubuk modifiyeli kinesin molekillerinin  hareketini  kisitlayarak
yerlesmelerini ve gérinmelerini engellemektedir. Altin nanogubuklar floresans 6zellie sahip
olduklari icin altin nanogubuklarla beraber kinesin motor proteinleri floresan mikroskobunda

rahatlikla gérantulenmistir.

Sekil 4.26. Kinesin motor proteini ile fonksiyonellestirilen altin nanogubuklarin (A) tekil ve (B)
yogun mikrotubul Gzerinde immobilizasyonu ile hareketinin floresans mikroskop goruntileri

(100X buyitme). Olgii gizgisi 10 pym.

Kinesin ile fonksiyonellestiriimesi yapilan altin nanogubuklarin mikrotubuller Gzerindeki
zamana bagli hareketi Sekil 4.27'de gosterilmistir. Altin nanogubuklara baglanmig olan
kinesinlerin mikrotubuller Gzerindeki hareketinin gdzlemlenmesi i¢cin 0-30 dakikallk zaman
araliginda 532 nm laser altinda konfokal mikroskobunda goéruntileri elde edilmistir. Sekil
4.27A’da kinesin motor proteinler ile islevsellestirilen altin nanogubuklar mikrotubdller Gzerine
tutunmustur. Mikrotubuller Gzerinde altin nanogubuklara bagl kinesinlerin hareket etmeleri
ATP yikimi ile gerceklesmektedir. Kinesin motor proteinin dakikada 0.5-1 ym yuradugu
bilinmektedir. Sekil 4.27B‘de ATP’nin altin nanogubuklar Gzerindeki kinesin moleklleri
tarafindan hidroliz edilmesiyle mikrotublller Uzerinde hareketi gézlemlenmistir. Floresans
Ozellikli mikrotubdller lazer 1g1ginda sonumlendiklerinden zaman bagh goruntulerin net bir

sekilde alinabilmeleri icin goruntu alinmadigi zamanlarda lazer kapatiimistir. Mikroskop
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altinda goruntu alinacadi zaman lazer kaynagdi i1sik tekrar agilarak Sekil 4.27B’deki gorunti
elde edilmigtir. $Sekil 4.27C’de mevcut olan gorunti, Sekil 4.27A ve B’de belirtilen motor
proteinler ile fonksiyonellestirilmis altin nanogubuklarin mikrotibuller tGzerinde sirasiyla ATP
yoklugunda (0. dakika) ve ATP varliginda (30. dakika) alinmig goruntulerinin birlegtirilmis
halidir. Mevcut olan iki gérintinun birlestiriimesi sonucu, $Sekil 4.27A’dan alinan géruntideki
altin nanogubuklar kirmizi nokta ile gésterilmis olup 30 dakikallk zaman araligindan sonra
alinan Sekil 4.27B’deki goruntudeki ise yesil olarak belirtiimigtir. Sekil 4.27C’de Uzerinde
goérilen sari bolgeler ise gortntlnin yerinin bekleme slresi sonunda degismedigini gosterir.
Elde edilen iki goruntu Ust Uste koyulduklari zaman 30 dakikalik bekleme slresi sonunda
mikrotubduller Gzerinde kinesin motor proteinleri ile fonksiyonellestirilimis altin nanogubuklarin
10 um hareket ettigi kanitlanmistir. Bu elde edilen goérlntllere ek olarak hareket olaylari

uzun sure aralijinda video olarak kaydedilmistir ve bu video Ek’te verilmistir.

Sekil 4.27. Kinesin motor proteini ile fonksiyonellestirilen altin nanogubuklarin mikrottbul

izerinde zamana bagli hareketinin floresans mikroskop gériintileri. Olgl gizgisi 10 pm.
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Fotovoltaik sistemler 1sik kaynagindan gelen isinlari kullanarak elektrik enerjisine geviren
sistemlerdir. Fotovoltaik sistemlerde genel olarak elektrolit icerisinde daldirilmis elektrolitler,
Isik kaynagi ve uretilen akimi depolayabilmek icin akimdulatér bulunmaktadir. Elektrotlar
arasindaki gerilim elektrolit Uzerine disen isikla arasinda dogru orantili  bir iligki
bulunmaktadir. Tampon ¢ézeltisinin sicakligi ve pH ‘I mikrotibullerin ortamdaki hareketlerini
etkiledigi icin yapilan deneyler sonucunda optimum sicaklik 25+2°C olarak ve optimum pH
araligr 5.1 ve 8.1 arasinda bulunmustur. DUsuk pH ve dislk sicaklarda mikrotibdllerin

hareket hizlari dismustar.

Current (A)
0,004 -

0,002

Voltage (V)

-0,004 <

Sekil 4.28. Mikrotubdllerin (siyah pik) ve kinesin motor proteini ile fonksiyonellestirilen altin
nanogubuklarin ATP varliginda mikrotubduller Uzerindeki hareketinin (kirmizi pik) fotovoltaik

Olcimleri.

Mikrotubullerin enine kesitte goruntileri incelediginde her mikrotubulin duvari 13
protofilamentten olusur. Olusan bagimsiz protofilamentlerin alfa ve beta Gniteleri
protofilament boyunca karsilikli olarak organize olurlar ve bu sayede mikrotibdiller polariteye

sahip olmaktadir. Mikrotlbullerin alfa alt Uniteleri negatif, beta alt tniteleri pozitif ugludur.

Mikrotubuller sahip oldugu polarite sayesinde potansiyel verildigi zaman eksi ve arti uglar

arasinda elektriksel alan olusturmasi nedeniyle belirli bir yonde dizilim gdstereceklerdir. Sekil
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4.28'deki siyah pik mikrotubdllerin bu dizimlerinden yararlanilarak elde edilen akim-
potansiyel (I-V) grafigidir. Literatirde &rnekleri mevcut olan grafikler gibi diyot &zellik
gOstermistir (van den Heuvel vd., 2005). Sekil 4.28'deki kirmizi pik mikrotlbuller Gzerinde
altin nanogubuklarla fonksiyonellestiriimis kinesinin ATP varliinda hareket etmesi sonucu
IsIk kaynagdi altinda elde edilen I-V grafigidir. Bu grafikler -2 — 2 V araliginda kaydedilmistir.
Isikla etkilesimden sonra pozitif potansiyel bdlgesinde ekstra bir ¢ikinti pik gézlemlenmistir.
Bunun nedeni; olugan reaksiyon sonrasinda sistemin direng gostermesi ve iletkenligin
azalmasidir.
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5. SONUGCLAR

Bu projede rotor 6zellige sahip molekiiller 6zel olarak tasarlanip sentezlenmistir. Oz-diizenli
tek katman yontemi ile altin (111) yuzeyler Uzerine baglanan bu molekuller taramal
tinelleme mikroskopisi/spektrometresi (STM/STS), X-1sini fotoelektron spektroskopisi (XPS),
elipsometre ve temas acisi Olger gibi teknikler ve cihazlar ile karakterize edilmistir.
Sentezlenen molekullerin kimyasal yapilari hakkindaki bilgiler NMR spektroskopisi ile
desteklenmistir. Molekullerin altin (111) ylzey Uzerine baglanmalari X-isini fotoelektron
spektrometresi (XPS) ile kanitlanmistir. Molekdler rotorlarin taramali tlinelleme mikroskopisi
(STM) yardimiyla, zamanla akim degerlerinin degistiriimesi ile molekillerin dénme 6zelligi
oldugu dogrulanmistir. Oz-diizenli tek katmanlarin altin (111) yiizey (zerindeki kalinliklari
elipsometre ile oOlgulmustir ve ylzey islanabilirlikleri temas acisi olger ile belirlenmistir.
Boylece potansiyel molekuler rotor ve motor uygulamalari yonunde onemli bulgular elde
edilmigtir.

Projenin diger kisminda ise potansiyel optoelektronik ve plazmonik uygulamalar igin
mikrotibuller ile nano desenlenmis ylUzeyler ve altin nanogubuk bagl kinesin motorlari
birlestiren molekiler tasiyicilar gelistiriimistir. Boylece yeni biyobenzer nanocihazlar elde
edilmistir. Molekuller tasiyic sistem tarafindan gerceklestirilen tasinim olaylari konfokal
mikroskop ve fotovoltaik dlgtimler ile incelenmistir. Oncelikle altin nanogubuklar literatiirde
mevcut olan metotlar kullanilarak farkli konsantrasyonlarda ve en-boy oranlarinda
sentezlenmistir. Uretilen altin nanogubuklarin kinesin motor proteinleri ile konjuge edilmesi
amaciyla altin  nanogubuklar glutatyon ve polietilenglikolin  farkli  tarevleri ile
fonksiyonellestirilmistir. Altin nanogubuklarin sentezlenmesi ve ylzey modifikasyonlari
taramali elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskopisi, UV-goérunur-yakin Kkizilétesi
spektrofotometrisi ve LSPR dlgtmleri gibi farkli teknikler ile dogrulanmistir. Kinesin motor
proteinleri ile islevsellestirilen altin nanogubuklarin mikrotlbuller Uzerindeki hareketinin
gOzlemlenmesi icin mikro Uretim metotlariyla Uretilen mikrokanallar kullaniimigtir. Mikro
kanallar icerisinde bulunan kinesin motor proteinleri ile fonksiyonel hale getiriimis altin
nanogubuklarin mikrotibuller Gzerindeki hareketi konfokal lazer mikroskobu kullanilarak
goOzlemlenmistir. Ayrica literaturde ilk defa mikrotubullerin ylzey Uzerinde dizilimleri saglanip
altin nanogubuklar ile fonksiyonellestiriimis kinesinin hareketi fotovoltaik dlgiimler ile
incelenmistir. Sonug olarak bu proje ile optoelektronik ve plazmonik uygulamalar i¢in faydali
olabilecek mikrotibuller Gzerinde kinesin motor protein ile islevsellestiriimis altin
nanogubuklarin  tagsinim olaylari gergeklestiriimistir. Ayrica fotovoltaik  dlgtimlerinin
donustirme mekanizmasi olarak kullanimi ortaya konmustur.

Ozetle projede yeni nanocihazlarin olusturulmasina yonelik yeni nanomalzeme ve yontemler

geligtiriimesine iliskin 6nemli bulgular toplanmistir.
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Bir nanocihazin gelistirimesinde 6nemli bir asama; hareketli yapi taslarini ve hareket
kontrolu?nu?, istenilen fonksiyonlara sahip cihazlar dogrultusunda birlestirmektir. Bilesenlerin
pozisyonunu ve hareketini nano boyutlarda kesinlestirmek nanocihazlarin nanoelektronikler,
optoelektronikler ve nanofotonikler gibi cok sayida uygulamadaki kapasitelerini bu?yu?k
Olgu?de geligtirir. Bu projede, moleku?ler ddnme ve hareketlerin tek moleku?llerin direkt
uyariimasinda kullaniimasi incelenmistir. Sentetik ve biyolojik moleku?ller, motorlarin ve
rotorlarin gelistiriimesinde kullaniimigtir.

Bu proje iki ana bélu?mden olusmaktadir: ilk béliimde, enerjiyi mekanik ise geviren molekiiler
motorlar kullaniimistir. Dogada kinesin gibi motor protein olarak bulunan moleku?ler motorlar
hu?cre iginde verimli, dayanikli ve nanoboyutta makinelerdir. Projenin ilk kisminda potansiyel
optoelektronik ve plazmonik uygulamalar i¢in mikro ve nanodesenli yu?zeylerde altin
nanocgubuklarin kinesin motor proteini ile hareketini saglayan moleku?ler tagiyicilari iceren
yeni bir biyomimetik nanocihaz olusturulmasi yéninde ¢alismalar yapilmistir. Bu calismalarda
mikrotu?bu?ller kullanilarak yu?zeyi desenlendirilmis cam veya silikon yu?zeylerden olugan
moleku?ler tasiyicilar ve altin nanogubuk bagh kinesin motorlar u?retilmistir. Cesitli
dénustirme mekanizmalarinin incelenmesi igin, lokalize yu?zey plazmon rezonansi
Olgu?mleri, atomik kuvvet ve taramali tu?nelleme mikroskobu (AFM/STM), taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve cgesitli yu?zey analiz teknikleri kullaniimigtir. Projenin ikinci kisminda ise
alkinil-konjuge aromatik sistemler temel alinarak yeni molekuler rotorlar altin ve yuksek
oryantasyonlu isil grafit (HOPG) gibi ylzeylerde gelistiriimis ve bu rotorlarin STM/AFM
kullanilarak 11k aktivasyonlari incelenmistir. Genel olarak, bu projenin ¢iktilari malzeme,
biyoteknoloji, tarim, savunma ve diger benzer endu?strilerde dogrudan uygulamalarda yeni ve
gelismis nanocihazlarin uretilebilmesi icin yeni nanomalzemeler ve tekniklerin gelistiriimesi
yoninde 6nemli bulgular saglamistir.
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