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Sentetik polipeptitler, proteinlerle olan benzerlikleri ve hiyerarsik olarak kararli, diizenli
konformasyonlara sahip olabilmesi nedeniyle 6nemli bir polimer grubunu olustururlar.
Polipeptitlerin nanoboyutlu yuzeylerde bircok kullanim alani olmasina ragmen,
bulunduklar yiizeyin boyutuna bagli degisen yap1 ve dinamik 6zelliklerini inceleyen ¢ok
az rapor bulunmaktadir [1-4]. Nanoporlu alimina (AAO) icindeki makromolekdller,
yigininkine gore farkli Ozelliklere sahip olabileceginden dolayr bu c¢alismada;
kendiliginden organize, hizalanmis, diizgiin silindirik nanoporlu AAO membran igine
sikistirilmis, farkli por gaplarina sahip poli(Z-L-lizin) (PZLL), poli-L-alanin (PAla) ve
poli-glisin  (PGly) nanogubuklarinin yapt ve dinamik 6zellikleri incelenmistir.
Incelemeler Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC), Fourier Doniisiimlii Kizil Otesi
Spektrometresi (FTIR), Kati Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi (*C CPMAS
NMR), Genis Agili X-Ray Isin1 Sacilimi (WAXS), Dielektrik Spektroskopisi (DS)
teknikleri kullanilarak yapilmistir. Nanoboyutta sikistirilmig polipeptitlerin yapisal
karakterizasyonu sonucunda por g¢aplarindan bagimsiz olarak, ¢ogunlukla alfa-sarmal
ikincil yapisina sahip nanogubuklar (PZLL) ve hem alfa-sarmal hem de beta-tabaka
ikincil yapisina sahip nanocubuklar (PAla) gozlenmistir. Yigin PZLL nin cams1 gecis
sicakligr 301 K civarinda gozlenirken PZLL nanogubuklarin cams1 gegis sicakliklar1 294
K civarinda olup y1gminkine gore kismen daha diistiktiir. Sikistirilmanin, yerel ve genel
polipeptit dinamikleri {izerindeki etkisini gozlemlemek icin DS kullanilmistir. DS,
biyuk dipol kuvvetlerini kullanarak yerel ve genel (alfa-sarmal) ikincil yap1
gevsemelerine olduk¢a duyarli bir aragtir. Sonuglar; kirik hidrojen baglar ile iliskili olan
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yerel segmentsel dinamiklerin nano sikistirma tizerinde hizlandirici etki yaptigini
gostermistir.

Bu c¢alismanin sonuglari, sikistirllmis, bir boyutlu (1D) polimerik malzemelerin
kendiliginden organize olma 0Ozelliginin, termodinamik ve dinamik davraniglarinin
anlagilmasinin; bu malzemelerden iiretilen kontrollii-fonksiyonel cihazlarin (mekanik
gucleri, Uretilebilirlikleri, elektronik ve optik 6zelliklerinin ayarlanabilmesi) rasyonel
dizayn1 agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Polipeptit, Segmentsel Dinamik Ozelikleri, Alimina, Anodik

Aliminyum Oksit, Nanopor, Sinirlandirilma
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Synthetic polypeptides are kind of polymers which have a significant role due to their
close relation to proteins so as their ability to assemble hierarchically stable ordered
conformations. Even though there are many applications of nano-sized polypeptides,
there are few reports [1-4] which indicate diameter size dependence on their structural
and dynamic behaviors. Since macromolecules in nanoporous alumina (AAO) might
have different segmental dynamics compared to bulk, in this thesis, the structural
properties and the segmental dynamics of poly (Z-L-lysine) (PZLL), poly-L-alanine
(PAIla) and poly-glycine (PGly) confined in self-ordered AAO containing aligned and
straight cylindrical nanopores as a function of pore size were investigated. This research
study was carried out by using Differential Scanning Calorimetry (DSC), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Solid-State NMR (**C CPMAS NMR), Wide-
Angle X-Ray Scattering (WAXS) and Dielectric Spectroscopy (DS). The structural
characterization of the nanoconfined PZLL and the nanoconfined PAla revealed the
nanorods mostly consist of alpha-helix structure (PZLL) and the nanorods consist of
both alpha-helix and beta-sheet structures (PAla) independent of pore diameter. Bulk
PZLL exhibits a glass transition temperature (Tg) at about 301 K, while PZLL nanorods
showed slightly lower T4 at around 294 K. The dynamic investigation by DS also
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revealed a small decrease (~4 K) in T4 between bulk and nanoconfined PZLL samples.
Subsequently, DS have been employed to study the effect of confinement on the local
and global polypeptide dynamics. DS is a very sensitive probe of the local and global
(alpha-helical) secondary structure relaxation through the large dipole. The results
revealed that the local segmental dynamics, associated with broken hydrogen bonds,
speed-up on confinement. The results of this study is of paramount importance, since the
understanding the self-assembly, thermodynamics and dynamics of soft materials under
confinement will allow for their rational design as functional devices with tunable
mechanical strength, processability, electronic and optical properties.

Keywords: Polypeptides, Segmental Dynamics, Alumina, Anodized Aluminum Oxide,
Nanopores, Confinement
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1. GIRIS

Son yillarda metal, seramik ve polimer gibi farkli malzeme tiirleri kullanilarak nano
malzemeler incelenmeye ve iiretilmeye baslanmistir. Nano boyuttaki malzemeler, makro
boyuttaki yapilara gore ¢ok daha farkli ve ¢ogu zaman da daha gelismis Ozellikler
gostermektedirler. Bu ozellikler sayesinde nanoyapilar; fotonik kristaller [5],
biyomedikal uygulamalari [6], katalizor [7], sensOr ve plazmon [8] gibi bircok uygulama

alanina sahiptir.

Nanotiip, nanogubuk, nanokiire gibi yapilar, mekanik yontemler (6giitme, atomizor, 1s1l
yontem vb.), sol-gel yontemi, kimyasal buhar c¢okeltme, molekiler hiizme (beam)
epitaksi, atom tabaka coOkeltmesi, elektrolitik - elektriksiz cokeltme yontemleri,
kendinden olusma (self-assembly), litografi yontemleri, kaliptan sentez gibi bir¢ok farkli
teknik ile iiretilebilirler. Bu yontemlerin i¢inde kalip kullanilarak nano malzeme sentezi,
kullanim kolayligt ve proses parametreleri degistirilerek fakli sekillerde homojen

nanoyapilar elde edilebilmesi yoniiyle 6ne ¢ikar [9-17].

Teorik olarak, her tirden malzemeden (metaller, polimerler, seramikler, vb.) nanoyapilar
elde edilebilir. Ancak, elde edilecek nanoyapinin kullanilacagi alandaki uygulamanin
amacma uygun olarak malzeme se¢imi yapilmalidir. Polimerler; isleme kolayligi,
biyouyumlulugu ve hafifligi nedeniyle biitiin malzemeler arasinda en ¢ok tercih edilen
malzemelerdendir. Birgok farkli uygulama alaninda kullanilabilecek farkli 6zellige sahip
polimerler vardir. Polipeptitler; kararli, diizenli, hiyerarsik yapilar olusturabilmeleri

ozellikleriyle proteinlere benzerler ve bu yuzden 6zel polimerlerdir.

Her nanomalzeme {izerinde oldugu gibi, nanoboyutta olusumun polipeptitler lizerinde de
etkileri vardir. Bu etkileri aragtirmak, nanoboyutta polipeptitlerinin kullanim alanlarini
belirlemek i¢in 6nemli olmasinin yani sira, dogal proteinlerin hiicre i¢inde olusumlarini

incelemek i¢in de Onem tasimaktadir. Bilindigi iizere, proteinlerin hiicre icinde



olusumlar1 iizerine, makromolekiillerin ve yan duvarlarin kalabaliklik ve sikistirma
etkileri vardir. Literatiire bakildiginda, bu etkileri taklit edebilmek ve arastirabilmek igin

bazi yontemler kullanildigr goriiliir [1, 18-21].

Bu tez c¢aligmasmin amact polipeptitler tizerine boyutsal sikistirmanin etkisini
incelemektir. Bu dogrultuda; anodize aliminyum oksit (AAO) kalip kullanilarak
kendiliginden olusmus polipeptit nanogubuklar sentezlenmis [poli-Z-L-lizin (PZLL) ve
poli-alanin (PAIla)], yapisal ve segmentsel dinamikleri; nanogubuklarin, AAO por ¢ap1
ve aminoasit degisimine bagli olarak incelenmistir. Termal, yapisal ve dinamik
karakterizasyon teknikleri kullanilarak polipeptit nanogubuklar incelenmis ve dinamik
degisikliklerdeki termodinamik etki, ikincil yapilar1 ve paketlenme 6zellikleri hakkinda

bilgi edinilmistir.

Bolim 2.1°de; bu calismada sikistirma i¢in kullanilan nanoporlu anodik aliiminyum
oksit (AAO) membranlarin olusumu ve kullanimi1 hakkinda bilgi verilmektedir. Bolim
2.2’te polipeptitlerin proteinlerle benzerlikleri, y18in sentezleri, yilizeyden baglatmali
sentezleri, nanoboyutta sentezleri ve kullanim alanlar1 hakkinda bilgi verilmektedir.
B6lim 3’te polipeptit nanogubuklar tizerinde yapilan 6l¢imlerden bahsedilmis (yapisal
ozellikleri icin BCPMAS NMR, sivi NMR, FT-IR ve WAXS; termodinamik ozellkikleri

icin DSC ve DS olgtimleri) ve Bolim 4°te de sonuglar incelenmistir.



2. KURAMSAL BIiLGILER

2.1.  Anodik Aliminyum Oksit (AAO) Membranlarin Hazirlanmasi

Yiiksek safliktaki aliiminyumun bir asidik elektrolitik ¢ozelti (sulfirik asit, fosforik asit,
oksalik asit, vb.) i¢inde anodizasyonu ile kendiliginden diizenlenmis porlu aliimina elde
edilir. Aliiminyumun anodizasyonu, bir elektrolitik hiicre i¢inde Al’un aliminyum
okside (Al,O3) doniismesidir. Elektrolitik hiicre iginde gergeklesen tepkime su
sekildedir:

2Al +3H,0 — ALO, +3H, (2.1)
Olusan aliminyum oksit, Al atomlarindan 2 kat daha fazla hacme sahip oldugundan
dolay1 gerilim ve genlesme olusur. Sistem, yuzey enerjisini en aza indirme egiliminde

oldugu igin de altigen dizilimde nanoporlar olusur (Sekil 2. 1) [22].

Sekil 2. 1: Solda, elektrolit icindeki anodize olmamis Al film; sagda ise Al
filmin anodizasyonu ve porlarin olusumunun sematik gosterimi [22].

Membranin kalinligi, por yogunlugu ve por capt gibi Ozelliklerin belirleyen ana

parametreler; uygulanan akim, anodizasyon siiresi, sicaklik, kullanilan elektrolit tlri ve



konsantrasyonudur. Optimum proses kosullarini belirlemek i¢in, Shawaqfeh ve ¢alisma

grubu [9] ana proses parametrelerine bagh olarak yapisal 6zelliklerin nasil degistigini

deneysel ve teorik olarak gostermistir (Cizelge 2. 1).

Cizelge 2. 1: Anodizasyon kosullarina gére membran yapi ozelliklerinin

degisimi.
Ortalama or
Por _ P
Akim . . Oksit ¢apt a,
) yogunlugu _
Elektrolit (1) film Porlarin
- (nx10°) 3 A/A o
tipt (mA/ sz) kalinhig: silindirik oldugu
(por /cm?)
h(zm) varsayilarak
(pm)
Fosforik 10 1.21 36.0 0.3985" 0.205° | 0.205°
asit 15 0.92 66.6 0.3655" 0.225° | 0.225°
Sulfurik 15 71.0 66.0 0.3203" | 0.3287° | 0.024° | 0.024°
asit 30 56.3 67.8 0.2243" | 0.2188° | 0.023° | 0.022°

" Cap (4ApAt/(nr))”

b Degerler, drneklerin kiitle 6l¢iimlerinden ve i =

¢ Degerler,

m,

m —m e .
' ® formiiliinden elde edilmistir.

%: %( B+ B+ ﬂztz) denklemi kullanilarak elde edilmistir. (3, 3,5, akim

yogunluguna ve sicakliga bagl parametreler.)

Ay: porlarin alan (cm?)

A:: anodize edilmis alan (cm?)

Cizelge 2. 1°de belirtildigi gibi, farkli elektrolitler kullanilarak, por ¢aplar1 ve yogunlugu

kontrol edilebilinmektedir. Diger kosullar sabit tutulmak iizere; elektrolit olarak fosforik

asit secilirse, por ¢ap1 225 nm olan bir membran elde edilirken, elektrolit olarak siilfiirik

asit kullanildiginda por ¢ap1 24 nm olarak elde edilir. Uygulanan akim arttirilirsa; iki

elektrolit tipi i¢in de daha diisiik por yogunlugu ve daha kalin oksit film elde edilir.
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Boylece biitiin bu parametrelerin yarattigi degisimler géz 6niinde bulunduruldugunda,
istenilen por ¢ap1 ve oksit film kalinlig1 ayarlanabilir. Ancak, tiim pratikligine ragmen bu

teknik 20 — 400 nm por caplariyla sinirlidir.

Anodizasyon ile nanoporlu membran iiretimi yonteminde; parametrelerin degisiminin,
istenilen Ozelliklerde membran tiretmekte 6onemli bir rolii olmakla beraber, kullanilacak
uygulamaya gore gerekli por sekillerinin elde edilebilmesi igin dogru metodu segcmek de
onemlidir. Sekil 2. 2, Sekil 2. 3, Sekil 2. 4; iki adimli anodizasyon [10], kalip olarak,
siralanmig 2D (iki boyutlu) Fe,O3 pargaciklar kullanilarak elde edilmis iyi dizenlenmis
anodik porlu alimina [11], ¢ok basamakli anodizasyon ve asindirma kullanilarak ¢ok

katmanli porlu AAO iiretimi [12] gibi farkli anodizasyon metodlarini gostermektedir.

———

.

a ,‘ electropolishing

] A

b ‘ 13t anodization

I\

| Al,O;
T U
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I Al
C g removal
AN AN AN A

Iﬂ
d ’ 2nd anodization
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Al,O,

A

Sekil 2. 2: 1ki basamakl1 anodizasyon yonteminin sematik gdsterimi (a) yiiksek
safliktaki Al filmin parlatiimasi (b) Birinci anodizasyon prosesi (c) ilk alumina
tabakasinin kaldirilmasi (d) Ikinci anodizasyon prosesi [10].



Sekil 2. 3: Kalip olarak, siralanmig 2D Fe;Os parcaciklar kullanilarak, iyi
diizenlenmis anodik porlu aliiminanin iiretilmesinin sematik gosterimi: 1) 2D
siralanmig Fe,O3 parcaciklar tizerine Al katman kaplanmasi, 2) Fe,O3 /Si ‘dan
Al tabakanin ayrilmasi, 3) Fe,Oj3 parcaciklarin ayrilmasi, 4) Aliiminyumun
anodizasyonu a) Si iizerinde 2D siralanmis Fe,O3 parcaciklar, b) Piiskiirtme ile
kaplanmis Al tabakasi, ¢) diizenli siralanmis konkavlardan olusan Al tabakasi,
d) Porlu anodik alimina [11].

1st step 2" step
R S — r.":;m,,Qﬁ"‘_—; a ;7_ - !
.~1al-.(,£(.",.,. S ¥ ey S ¢ ond '[ \{ > ‘s ‘: ;“f ‘ [>
M ‘ L'.> - Level-* | <>
., et i i guas ; )
Anoization Etching Anodization Etching

Sekil 2. 4: Cok basamakli anodizasyon ve asmghrma kullanilarak ¢ok katmanli
porlu AAO iiretiminin gematik gosterimi. Ug¢ basamakli anodizasyon ve
asindirma prosesiyle elde edilen U¢-katmanli porlarin yapisi [12].



Yukarida bahsedilen metodlardan 2-basamakli anodizasyon (Sekil 2. 2) ve AAO
membran Uretiminde kalip olarak siralanmis 2D Fe,O3 parcaciklar kullanimi (Sekil 2. 3)
ile kendiliginden hizalanmis, diizgiin silindirik porlar elde edilir. Ancak AAO membran
iretiminde kalip olarak 2D pargaciklarin kullaniminda anodizasyon oncesinde 2D
pargacik sentezi ve bu parcaciklarin alt-tag lizerine diizgiin olarak dizilmesi islemleri
prosesi uzatmakta ayrica elde edilen AAO membranin por ¢aplarint 45 nm’ye
sinirlandirmaktadir. Bu yiizden bu iki yontem karsilastirildiginda 2-basamakli

anodizasyon metodu daha cok tercih edilebilir durmaktadir.

AAO membran ile elde edilen malzemelerin kullanilacagi uygulamaya gore farkl
sekillerde nanogubuklar elde edilmek istenilebilir. Choi ve grup arkadaslarinin yansima
Onleyici film sentezlemek amaciyla gelistirdigi cok basamakli anodizasyon ve asindirma

teknigi (Sekil 2. 4) ile konik seklinde nano yapilar elde edilebilmektedir [12].

2.1.1. AAO porlarmn temizlenmesi

Porlu membranin iiretilmesinden sonra diger asamalara gegmeden porlarin yiizeyindeki
istenmeyen safsizliklardan (membranin {iretim asamasindan gelen anyonlar veya diger
kirlilikler) kurtulmak igin Dbir temizleme asamasina ihtiyag duyulur. Bunu
gergeklestirebilmek icin sivi kimyasalla temizlik ve kuru temizlik [23] olmak Uzere iki

ana proses vardir:

i.  Siv1 kimyasalla temizlikte herhangi bir karmasik cihaza ihtiyag¢ yoktur, sadece
organik kimyasal ¢Ozelti ile temizleme islemi yapilir ve ayni anda ¢ok fazla yiizey
temizlenebilir. Bu amagla kullanilan organik ¢dziiciiler, asidik veya bazik
olmamalidirlar. Aliimina amfoterik bir malzeme oldugundan asidik ve bazik
cozlculerde ¢ozunurler. Bu yuzden ¢oziicl olarak genellikle etanol, aseton, THF
kullanilir. Bu ylizden kuru temizleme islemine gore daha basit bir uygulamasi
vardir. Her yontemde oldugu gibi, bu yontemin de bazi1 olumsuz yanlar1 vardir.

Bunlarin basinda, ¢ok fazla kimyasal kullanimmin gerek ¢evreye gerekse insan
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sagligina olan olumsuz etkileri gelir. Ayrica, yiizeyden temizleme i¢in kullanilan
¢ozeltiyi arindirmak i¢in bir¢ok kez su ile durulama gerektirir ve sonrasinda da bu
suyun yiizeyden uzaklastirllmast  gerekmektedir. Suyun kurutma ile
uzaklastirilmas1 diiz ylizeylerde sorun teskil etmese de, bu c¢alismada da
kullanilmis olan nanoporlu membranlardan suyun tamamen uzaklastirilmasi
miimkiin degildir. Kurutma isleminin siiresine, kullanilan vakum basincina veya
sicakliga bagli olmaksizin, kapiler kuvvetten dolay:1 porlarda mutlaka bir miktar su
kalacaktir. Bu nedenlerden dolay1r kimyasalla temizleme, nanoyapili malzemeler

icin uygun bir yontem degildir.

ii. Ikinci yéntem olan kuru temizleme yonteminde ise kimyasal buhari (susuz HF),
gazlar (H,, HCI), iyonlar (Ar"), atomlar (Si), fotonlar (UV) ve plazmalar (CF4, Oy)
kullanilir [23]. Sivi kimyasalla temizlemeye gore daha kompleks cihaz kullanimi
gerektirmesine ragmen, reaksiyon iiriinlerinin yilizeyden uzaklastirilmasinin son
derece verimli olmasi, durulama — kurutma proseslerine gerek olmamasi gibi
sebeplerden dolay1; 6zellikle nanoyapili yiizeylerin temizliginde daha ¢ok tercih
edilen bir yontemdir. Oksijen plazma yontemi AAO membran yizeyindeki
organik kirlilikleri temizlerken ayni zamanda por yiizeyindeki —OH yogunlugunu
da arttirmaktadir. Daha sonra bu —OH gruplari yilizey modifikasyon ¢aligsmalarinda
baslatict molekiillerinin porlara daha etkin baglanmasinda o6nemli bir rol

oynayacaklardir.

2.1.2. AAO por arayiizeylerinin fonsiyonlandirilmasi

Genel olarak, malzemelerin arayuzey 6zellikleri, son Grtin uygulamalarinda biyik 6nem
tasimaktadir. Su aritimi [24], kan temizleme [25], kir tutmay1 engelleyici yiizeylerin [26]
uretimi, biyouyumlu malzeme dretimi [27] gibi birgok uygulama, malzemelerin

araylizey ozelliklerinin degistirilmesi ile yapilmaktadir.



Fonksiyonlandima islemi; ylizeylerin enerji, yiik, piirtizlilik, yapigsma, biyouyumluluk,
hidrofiliklik/nidrofobiklik  gibi  6zeliklerinin  istenilen amaca g6re yeniden
diizenlenmesidir. Bu islem; gaz (buharlastirma, kimyasal buhar ¢okelmesi, atom tabaka
cokelmesi, plazma) veya sivi faz (kendiliginden organize olma, polimer asilama, sol-jel

prosesi, elektrolitik ve elektriksiz ¢okeltme) teknikleri ile yapilabilir [28].

Ito ve c¢alisma arkadaslart amonyak plazmasi kullanarak politetrafloroetilen
(PTFE)/polietilen (PE) membran yiizeyine amin gruplarini yerlestirerek membran
yiizeyini fonksiyonlandirmislardir [29]. Whitesell ve ¢alisma arkadaslar1 ise dnce amino-
tritiyol cOzeltisi ile diiz altin  yilizeyini fonksiyonlandirmistir  [30]. Ancak
fonksiyonlandirmadan sonra yaptiklar1 polimerlesme adiminda; ylizeye baglanan amin
gruplar arasindaki uzakligin yeterli olmadigin1 ve daha uzun zincirli amino-nonatiyol
kullanarak yiizey fonksiyonlandirildiginda polimerizasyonun da daha basarili oldugunu
raporlamiglardir. Bu yiizden fonksiyonlandirmada kullanilacak metodun secilmesinde

kullanilacak fonksiyonel grubun kimyasal yapist ve boyutu olduk¢a dnem tagimaktadir.

AAO membran kullanilmadan 6nce porlarin yiizeyleri Boliim 2.1.1°de anlatildig1 gibi,
temizleme islemine tabi tutulmus olunsa da bu yeterli degildir. Por yizeylerinin
temizlenmesi, ayrica monomerlerin por yiizeyine kolay baglanabilmesi ve yuzey
Ozelliklerinin  kontrolli icin arayiizeylerin fonksiyonlandirilmas1 gereklidir. AAO
membranlarin  yilizeyindeki hidroksil gruplar1 sayesinde bu islem kolaylikla

yapilabilmektedir.

2.1.3. AAO por infiltrasyonu

Istenilen sekillerde nanoyapilar elde etmek igin kullanilacak kalibin 6zelliklerine (yiizey
karakteri, iki tarafi agik porlar, tek tarafi agik porlar vb.) gére dogru infiltrasyon

metodunu se¢mek gerekir.



Infiltrasyon metotlar iki ana gruba ayrilabilir [10, 13] :

1. Por 1slatma ile infiltrasyon: Nanoyapilarin olusturulacagi kalibin 1slanma
ozelliklerine dayanan bir yontemdir. ki olas1 1slanma davranisi vadir. Bunlardan biricisi;
dolgu yapilacak malzemenin eritilerek bir akigkan damla haline getirilmesi ve damlanin
bir denge konumuna gelene kadar yayildigi, yliksek molekiil hareketi olan kismi 1slanma
rejimidir. ikincisi ise; biitiin ncii sivi filmin kat1 yiizeyin tamamina yayilmasi ve diisiik
molekiiler hareketliligin oldugu tam islanma rejimidir. Bu infiltrasyon metodu da Uge
ayrilabilir:

1.1.  Onci film infiltrasyonu: Ergimis malzemenin kalip {izerine belirli bir stre igin
camst gegis sicakligmin® oldukca iistiinde bir sicaklikta yerlestirilmesiyle nanoyapilar
elde edilir. Oncii filmin kalinligina gore, elde edilen malzemenin sekli degisir. Eger onci

film, nanoporlarin ¢apindan daha kalin ise katt nanogubuklar elde edilir; daha ince ise

nanotupler elde edilir (Sekil 2. 5).
% m
~ kkkikk "-

Sekil 2. 5: Oncii film filtrasyonu sematik gdsterimi

! Eriyik halindeki polimerlerde; uzun polimer zincirlerinin rastgele Brownian hareket yapmalari icin
termal enerjileri olduk¢a fazladir. Eriyik sogutuldukga, belirli bir sicaklikta uzun mesafeli segmentsel
hareketler durur. Iste bu noktadaki sicaklik camsi gegis sicakligi (Tg) olarak adlandirilir ve polimerin
yapisina bagli olarak degisir. [76]
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1.2.  Eriyik kapiler infiltrasyon: Bu yoOntem, kisa nanogubuklar elde etmek igin
kullanilir. Kullanilan malzemenin, kalip ilizerine belirli bir siire igin camsi gecis
sicakliginin ¢ok az istiinde bir sicaklikta yerlestirilmesiyle olur. Kismi 1slanma rejimi

sartlarinda da kullanilabilir (Sekil 2. 6).

Sekil 2. 6: Eriyik kapiler infiltrasyon sematik gosterimi

1.2. Cozelti ile 1slatma: Nanoyapmin elde edilecegi malzemenin ¢dzeltisi igine,
kalibin daldirilmast ile yapilan bir yontemdir. COzeltinin konsantrasyonuna ve bekleme

stiresine gore nanoteller veya nanotupler elde edilebilir [31].

2. Kuvvet uygulanarak infiltrasyon: infiltre edilecek ¢ozeltiye disaridan bir kuvvet
uygulanarak yapilan infiltrasyon yontemidir. Bu dis kuvvetler vakum veya merkezkag
kuvveti olabilir. Malzemenin islanma ozellikleri yerine; sivinin Viskozitesine ve
nanopargaciklarin boyutuna baglidir.

2.1.  Vakum ile infiltrasyon: Dis kuvvet olan basing degisimini temel alan bir
yontemdir. Avantajlarindan biri; bazi biiyiik nanoparcgaciklarin bile porlari igine filtre
edilebilmesidir (Sekil 2. 7) [32]. Bir diger avantaji ise; porlarin igerisinde hapsolmus
havay1 uzaklastirirken, eriyik halindeki polimerin, porlarin icerisine difiizlenmesi i¢in

gerek duyulan bos alanin olusturulmasina olanak saglamasidir.
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(a) (b)

Sekil 2. 7: a) Iki ucu ve b) tek ucu acik membranlara uygulanan vakum ile
infiltrasyonun sematik gosterimi [32].

2.2.  Dondurme ile infiltrasyon: Bu yontemde bir dis kuvvet olan merkezkag kuvveti
kullanilir (Sekil 2. 8). Bu yontem hizli olmasina karsin porlarin igerisine doldurulmak
istenilen malzemenin alttas yiizeyinde homojen olmayan bir dagilim gdstermesinden

dolay1 pek tercih edilmez. Ayrica, ¢ozelti viskozitesi ¢ok iyi ayarlanmalidir.

_— # & ol # e # -
Sekil 2. 8: Dondiirme yontemi ile infiltrasyon yonteminin sematik gosterimi

2.2.  Polipeptitler

Polipeptitler, proteinlere gore daha kisa zincirlidirler ve dogal polimerler sinifindadirlar.
Proteinler, 20 farkli aminoasidin farkli dizilimleriyle olusur. Aminoasitler bir araya
geldiklerinde olusturduklar1 yapiya ve hareketlerine goére proteinlerin biyolojik
fonksiyonu da belirlenir. Proteinlerin yapilariyla, biyolojik fonksiyonlari arasindaki
iligkiyi incelemek; gen tedavisi i¢in ila¢ tasariminda kullanilacak molekiillerin

sentezlenebilmesi igin 6nemlidir.

12



Proteinlerin olusturduklar yapilar 4 ana baslik altinda incelenir:
1. Birincil yapi: Proteinin veya polipeptit zincirinin aminoasit dizilimlerini gosterir.
2. Ikincil yapi: Bir aminoasidin ana zincirindeki karbonil grubuyla diger
aminoasidin ana zincirindeki amit gruplart arasinda olusan H-baglarin
olusturdugu yapilardir. a-sarmal ve B-pilili tabaka aminoasitlerin olusturdugu
ikincil yapilardir. a-sarmal molekil-i¢ci H-baglar ile olusurken, B-pilili tabaka
molekdiller-aras1 baglar ile olusur. Her bir aminoasidin olusturabilecegi ikincil
yap1 belirlidir, iki yapidan birini veya ikisini de olusturabilir. Ornegin; lizin
aminosidi a-sarmal ikincil yapisina, glisin B-pilili tabaka ikincil yapisina
sahipken, alanin hem a-sarmal hem de B-pilili tabaka ikincil yapisina sahiptir.
Ikincil yap1; NMR, IR dl¢iimleri ile amit bantlarinin tayinin yapilmasiyla spesifik

olarak belirlenebilir.

C) NNN

CNC

Sekil 2. 9: Aminoasitlerin olusturdugu ikincil yapilarin sematik gosterimi: a) a-
sarmal, b) anti-paralel B-pilili tabaka, c) paralel B-pilili tabaka [33].

3. Tersiyer yapi (iiiinciil yapi): Ikincil yapisini olusturmus proteinin veya

polipeptitin  katlanmasiyla olusan ii¢ boyutlu yapidir. Tersiyer yapinin
olusumunda H-baglari, iyonik baglar, hidrofobik etkilesimler, dissiilfit baglar1 ve
Van der Waals kuvvetleri etkilidir. Tersiyer yapi1 tayini X-ray kirinimi metotlari

ile yapilabilir.
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4. Kuaterner yapi1 (dordiinciil yapi): Ugiinciil yapidaki birkag polipeptit zincirinin

birleserek olusturdugu ii¢ boyutlu heterojen yapidir. Kuaterner yapiyr birarada
tutan kuvvetler, tersiyer yapidakiyle aymidir. Hidrofobik ve eletrostatik
etkilesimler, bu yapiy1 birarada tutan ana kuvvetlerdir. Proteinin kuaterner yapisi,

biyolojik fonksiyonlarini da etkilemektedir.

Bu incelemeler, daha kiigiik ve basit yapili molekiiller olan polipeptitler lizerinden
yapilmaktadir. Yigin homo ve hetero-polipeptitlerin yapilart ve dinamik o6zellikleri
tizerinde bir¢ok aragtirma yapilmaistir.

Farkli molekiil agirliklarinda sentezlenen homopolipeptitler iizerinde yapilan
arastirmalarda molekiil agirligmma gore ikincil yapmin da degistigi belirtilmistir. Sekil
2.8.a’da gorildigi gibi molekiill agirliginin artmasi ile poli-y-benzil-L-glutamat
(PBLG)’1n ikincil yapisindaki a-sarmal / B-pilili tabaka orani artarken [34], Sekil 2.8.
b’deki poli-L-alanin (PAla)’in ikincil yapisindaki a-sarmal / PB-pilili tabaka orani
azalmaktadir [35].

2%
. o 2 -
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8 = 5 i ‘
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® A Mo
r T T T T T 1] T T 1 é\ :
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© i ‘ L/
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AT |
T T 1 B 1 f /
’("““")“"‘"""'?) :MWWWMWM’W'NWMMNMé' E»MM»‘J \\w,..w
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Py — ol AT M A [S— \W.f,\u-,w
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Sekil 2. 10: a) Farkli molekiil agirliklarinda PBLG polipeptitlerinin B¢
CPMAS NMR spektrasi [34], b) Farkli molekiil agirliklarinda PAla
polipeptitlerinin *C CPMAS NMR spektrasi [35].
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Literatiirde; yapilan analizler sonucunda PBLG homopolipeptitinin ikincil yapist a-
sarmal, PAla homopolipeptitinin ikincil yapisi B-pilili tabaka oldugu belirtilmistir.
PBLG-PAla kopolipeptidinin ikincil yapisi **C NMR ile incelendiginde de hem a-sarmal
hem de B-pilili tabaka ikincil yapilar1 goriilmiis ve kopolipeptit icindeki PBLG/PAla
oranina bagli olarak baskin ikincil yapinin belirlendigi gézlemlenmis (Sekil 2.9) [36].

c

PBLG PAla
Cc=0D aB CH1

T T T T ] T T T

200 160 160 140 120 100 80 60 40 20 O

D (ppm) R
Sekil 2. 11: PBLG, PAla homopolipeptitlerinin ve kopolipeptitlerinin ~°C
CPMAS NMR spektrasi [36].

Polipeptitlerin zincir yapilarmin, ikincil yapilar iizerinde etkisi olmadigi gosterilmis,
homopolipeptit, diblok kopolipeptit ve tii¢ kollu yildiz kopolipeptitlerin ikincil
yapilarinin gosterildigi 3¢ NMR spektrumlarina bakildiginda amit bantlari hemen

hemen ayn1 kimyasal kayma degerinde ve siddetinde oldugu goriilmis (Sekil 2.10) [37].
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Sekil 2. 12: Farkli yapidaki polipeptitlerin *C CPMAS NMR spektrasi: a)
PBLG homopolimer b) PBLG-PZLL diblok kopolimer ¢) Kollar1t PBLG-PZLL
diblok kopolimerden olusmus {i¢ kollu yildiz kopolipeptit [37]

2.2.1. Polipeptitlerin sentezlenmesi

2.2.1.1.Y1g1n sentezi

Kati-hal sentezi, ¢ozelti-hal baglama polimerizasyonu ve halka agilma polimerizasyonu
(HAP) gibi birgok teknik polipeptit yigin sentezinde kullanilmistir. Kati-hal sentezinde;
peptit zinciri polimerik destege baglanir ve bu yontem ile istenilen dizilime sahip
polipeptitler elde edilebilinir. Ancak her bir monomerin eklenmesi icin en az 4 basamak
gerektigi i¢in ¢ok zaman gerektiren ve pahali bir tekniktir, ayrica bu teknikle disiik
molekiil agirlikli polipeptitler elde edilir [38].

Cozelti-hal baglama polimerizasyonunda ise; basamakl1 polimerizasyon teknigidir. Once
kisa peptit zincirleri olugur ve daha sonra da bu kisa zincirli peptitler birleserek biiyilik

polipeptitleri olusturur. Kisa dizilimlerin tekrarlandigr polipeptit zincirlerinin
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sentezlenmesinde kullanighdir. Kati-hal sentez yontemi gibi bu da pahali bir yontemdir

ve diisiik molekiil agirliklarinda polipeptitler elde edilir [38].

Halka acilma polimerizasyonunda halka yapida monomerler kullanildigindan polipeptit
sentezi i¢in o-aminoasitlerin N-karboksianhidrit’leri (NCA) kullanilir. Halka agilma
polimerizasyonu biyik olgekli sentezler igin kullanilabilir. Monomerler aktif
oldugundan zincir biiyiimesi monomer tiikenene kadar devam eder. Bu ylzden de HAP
yasayan polimerizasyonlar sinifina girer ve molekiil agirligi dagilimi dardir. Ancak,
aminoasit dizilimini ayarlamak kolay olmadigindan, daha ¢ok homopolipeptit, rastgele

kopolipeptit sentezlerinde kullanilir [39].

Halka agilma polimerizasyonu, bir¢ok yonden katilma polimerizasyonuna
benzemektedir. Ancak, monomerlerin yapisinda ¢ift bag bulundurma zorunlulugu
olmamasi, polimerizasyonun son asamalarina dogru yiiksek molekiil agirliklarina
ulagmasi ve polimerizasyonun denge tepkimeleri Gzerinden ilerlemesi sebepleriyle halka
agilma polimerizasyonu, katilma polimerizasyonundan ayrilir [40].

Halka acilma polimerizasyonu baz ya da gecis metal kompleksleri ile baslatilir.
Baslaticiya bagli olmadan polipeptitler genel olarak 2.1 nolu tepkimedeki gibi elde
edilir. NCA monomerler birbirleriyle baglandik¢a CO, gaz1 aciga ¢ikmaktadir.

ﬁ
HN/C\O baslatici H HR O
Ve AR &
AN

Baz; normal amin veya aktive edilmis monomer olabilir. Bazin niikleofilikligine gore ve
bazligina gore mekanizma da degismektedir. Tepkime 2.2°de normal amin ile

polimerlesme mekanizmast (NAM), 2.3’te aktif monomer ile polimerlesme
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mekanizmas1 (AMM) gosterilmektedir [41]. NAM’da amin baslaticidaki azot NCA-
monomerinin 5 numarali karbona baglanir ve 2 numarali karbon koparak CO, aciga
cikarir (2.2.a) ve monomerlerin ayni sekilde birbirine baglanmasiyla polimerizasyon
devam eder (2.2.b). AMM’de ise; polimerizasyonda kullanilan baz molekilleri,
monomerin N’una bagli H atomunu koparir ve NCA-monomer anyonu olusur (2.3.a).
Boylece aktif monomer molekiilleri olusmus olur. Aktif monomer molekilleri inaktif
monomer molekiillerinin 5 numarali C atomuna baglanarak monomer halkasinin
acilmasia sebep olur (2.3.b). Daha sonra monomer molekiiliiniin azotuna baglh
karboksil anyonu koparak CO, gazini agiga ¢ikarir ve karboksilik grubun koptugu N

atomuna proton transfer edilerek yeni bir monomer anyonu olusur (2.3.c).

o
|
/2\3NH -CO,
RNH, + O \1 4, - —3»  RNHCOCHRNH, (2.2.8)
5 —
v 7
Joh
0
o
|
/N -CO,
RNHAACOCHRNH, + O | .~ RNH\vCOCHRNHCOCHRNH,
C/
//C/\ (2.2.0)
3 H
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Baglatic1 olarak, gec¢is metal elementlerinin kompleksleri kullanildiginda ise metal
kompleksteki N, monomerin 5 numarali C atomuyla tepkimeye girerek dnce 10 Uyeli,
halka yapida bir ara bilesik olusturur ve proton yer degistirmesi ile ucunda 5 tiyeli halka

yap1 bulunan polimer zincirini olusturur (Denklem 2.4) [41].

o R

H R /l\< H R

N R o N -CO, N
ed, o — Y N —— (2.4)
N o Proton \

N HN L R . N 0

$ o) o L.Cop gdcmesi

2 ASNHCO CHR
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2.2.1.2.YUzeyden baslatmah polipeptit sentezi

Yuzey sentezi; baslaticilarin yiizeye, kendiliginden diizenlenmis tekli katmanlar (SAM),
plazma uygulamasi veya yiizey modifikasyonu ile yerlestirilmesi ve polimerlesmenin
yuzeyden baslayarak ilerlemesi ile olur [42]. Cozelti icinde yapilan sentezde (y18in
sentezi); fazla zincir transferi olusmasi veya yan tepkimelerin sonlanmasi yiiziinden,
polimerlesme derecesi oldukga sinirlidir. Bu yizden son yillarda yiizey sentezi daha ¢ok
tercih edilmektedir. Ayrica, ylizey sentezi ile molekiiller yiizeye istenilen yogunlukta ve
diizenlemede baglanilabilir. Ancak baslaticilar ylizeye yerlestirilirken, molekiiller
arasindaki mesafeye dikkat edilmelidir. Cilinkii molekiiller arasindaki mesafe, iki
monomerin baglanabilmesi icin yeterli degilse; polimerlesmede beklenen verim elde
edilemeyebilinir. Bunun en biylk yan etkisi ylizeyde biyilyen polimer zincir

yogunlugunun ¢ok diisiik kalmasidir.

Yiizeye amin baslatic1 yerlestirildiginde de yigin sentezinde oldugu gibi polimerlesme
iki farkli mekanizma Uzerinden (NAM ve AMM) gergeklesir (Sekil 2. 13) [43]. Sekil 2.
13’de de goriildiigii tizere; NAM ile yizeyden bilyiyen polipeptitler elde edilirken,
AMM ile yiizeyden bagimsiz polipeptitler elde edilir. Bu iki mekanizma ayni anda
gerceklesir. Bu yiizden, istenilen yapiya bagli olarak kontrolli polimerizasyon
yapilmaktadir. Kontrollii polimerizasyon icin literatiire bakildiginda; organometalik
kataliz ile HAP [44], yiiksek vakum diizenegi ile HAP [45], amonyum tuzlar
kullanilarak HAP [46], ve diisiik sicaklikta gergeklestirilen HAP [47] tekniklerinin

kullanildigr gortilmiistiir.
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Sekil 2. 13: (A) NAM (B) AMM ile yiizey polimerizasyonunun sematik
gosterimi [43].

2.2.2. Sentetik polipeptitlerin nanoyapi olusumlari

Proteinlerin, dogal ortamlarinda yani hiicre i¢indeki konformasyonuna ve katlanma
kinetiklerine etki eden baslica iki etmen vardir. Bunlar; proteinlerin olustuklari gevre
icindeki yaglar, karbonhidratlar ve diger proteinler gibi makmolekdllerin
konsantrasyonuna bagli olarak olusan kalabaliklik (crowding) etkisi ve dar bosluklarin
duvarlarinin alan daraltmasindan dolay:r proteinlerin olusumu sirasinda yaptiklari
sikistirma etkisidir [48]. Hicre icindeki makromolekdller proteinlerden c¢ok buyik

oldugunda, kalabaliklik etkisi sikistirma etkisine benzer olabilir.

Yapilan arastirmalarda; bu etmenlerin, proteinlerin yapisi lizerindeki etkilerini taklit
edebilmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilmis ve gerek teorik calismalarla (Molekiler
Dinamik (MD) simiilasyonlariyla [49] ve termodinamik hesaplamalarla) [50] gerekse
deneysel calismalarla [20] test edilmistir. Yapilan deneylerde proteinlerin yani sira

polipeptitler [1] de incelenmistir.

Literatiire bakildiginda; kalabaliklik etkisini incelemek igin, sentezlenecek polipeptitin

monomer ¢ozeltisine makro molekiiller katilarak hiicre ortami saglanmaya ¢alisiimistir

[18-20]. Sikistirma etkisi i¢in ise; proteinlerin hiicre iginde olusturduklar1 yapilar taklit
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edebilmek adina polipeptitlere bir, iki ya da li¢ boyutta nano sikistirma uygulanmistir.
Bunlar Sekil 2. 14’de de gosterildigi gibi sirasiyla diiz iki yilizey arasinda sikistirma,

silindirik yap1 i¢inde sikistirma ve kiiresel olarak sikistirmadir [51] .

2R

Sekil 2. 14: Sikistirma yiizeylerinin geometrilerinin sematik gosterimi [51]

Bu calismalar sonucunda; sikistirma etkisinin proteinlerin ve polipeptitlerin
termodinamik (camsi gegis sicakligi, erime sicakligi) ve dinamik (viskozite, yaymirlik)
ozelliklerini 6nemli oOlglide etkiledigi ve oOzellikle protein zincirlerinin katlanma

kararliligini arttirdigi sonucuna ulagilmistir [52].

AAO membran igine sikistirtlmis PBLG polipeptit nano-¢ubuklarinin yapisi ve
dinamikleri incelenmis ve y1gin PBLG ile ayni ikincil yapiya sahip oldugu fakat dinamik
ozelliklerinin degistigi rapor edilmistir [1]. Sekil 2. 15°de gorildiigi gibi IR
spektrumlaria bakildiginda, y1gin PBLG ile PBLG nanogubuklarinin ikicil yapisini
gosteren amit bantlart her iki spektrumda da 1650 ve 1550 cm™ dalga boyunda

gozlenmistir.
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Sekil 2. 15: a) Yigin PBLG ve b) 25 nm ¢apindaki PBLG nanogubuklarin IR
spetrumlari [1].

Sikistirilmis PBLG nanogubuklarin segmentsel dinamikleri Duran ve ¢alisma arkadaslari
tarafindan incelenmis; y18in polipeptite gore nanoboyuta sikistirilmis polipeptitlerin
dinamik  davramiglarinda  radikal degisimler g6zlemlenmis ve  segmentsel
relaksasyonlarinin sicaklikla daha az degistigini raporlamislardir (Sekil 2. 16) [1].
Bunun yani sira por c¢aplart 65 nm’nin altina disiiriildiigiinde, peptit zincirlerinin
relaksasyonlarmin sicakliga bagli olarak iki farkli davranmis gosterdigi gézlemlenmistir.
Yaklasik 350 K’in altinda peptit yan gruplarinin daha mobil oldugu tespit edilirken, bu
sicakligin iizerinde bazi segment gruplarinin ise donmus oldugu gozlemlenmistir. Ayni
molekiil agirligindaki yigin ve 400- 200 nm por icerisindeki peptit zincirlerine nazaran
65 nm altina sikistirilan peptitlerin Ty sicakliginin yaklasik 50 °C diistiigli yine aym

calismada rapor edilmistir.
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Sekil 2. 16: Por ¢apina gore segmentsel relaksasyon zaman degisimleri [1].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ise; daha Once rapor edilen nano sikistirmanin dramatik
etkisinin sadece glutamat tlrl aminoasitlere mi 6zgu yoksa glisin, lizin ve alanin gibi
aminoasitler i¢in de gegerli olup olmadigini sistematik olarak incelemeyi hedefledik. Bu
amagla sentetik polipeptitler lizerinde sikigtirma etkisi, nanoporlu AAO membran igine
sikistirilmis, kendiliginden organize poli-Z-L-lizin (PZLL), poli-alanin (PAla) ve poli-

glisin (P-Gly) nanogubuklar tizerinde incelenmistir.

2.2.3. Polipeptidlerin uygulamalari

Biyomedikal uygulamalarinda kullanilmak {izere proteinler, dogal kaynaklardan
ekstrakte edilebilir. Ancak, proteinleri bu sekilde saf olarak elde etmek olduk¢a zordur
ve ¢ok dagilimli molekiil agirhg: ile elde edilir. Bu yiizden sentetik polipeptitler
tizerinde yogunlasilmistir. Fazla miktarlarda ve yiiksek saflikta sentezlenebilmeleri,
zincir uzunluklarinin, bilesimlerinin, yan zincirlerin fonksiyonlarmin ayarlanabilmesi
sayesinde biyomedikal uygulamalarda kullanimlar1 olduk¢a avantajlidir. Hidrojel,
yapistirici, gen tasiyici, ilag tasiyici olarak ve immunositokimyasal belirleme gibi birgok

yontemde polipeptitler kullanilmaktadir.
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Hidrojeller; porlu ve sulu yapilarindan dolayi, yumusak doku ve kemik miihendisligi
igin kullanilmaktadir [53]. Hidrojel sentezinde; jel dayanimi, yogunlugu, yapisabilme
kapasitesi, bozunum hiz1 gibi faktorlerin ayarlanabilmesi Onemlidir. Sentetik
polipeptitlerde bu 6zelliklerin kolaylikla ayarlanabilmesinin yaninda, yapilarimin da
dokuya uyumlu olarak sentezlenebilmesi agisindan diger polimerlere goére daha

avantajlidirlar.

Deniz organizmalarmin dayanikli yapistirict baglarina bakildiginda sadece neme degil,
degisen tuzluluk oranina ve genis sicaklik araliginda da dayanikli oldugu gézlemlenmis
ve bu organizmalarin salgilari incelendiginde ¢ogunlukla 3,4-dihidroksifenil-L-alanin
(DOPA) aminoasidi bulunmus. Literatiire bakildiginda, buradan yola ¢ikilarak DOPA
iceren yapistiricilar sentezlendigi goriilmistiir. DOPA ve L-lizin iceren kopolipeptitler
sentezlenerek neme dayanikli ve toksik olmayan kuvvetli yapistiricilar elde edilmis [54].
Bu polipeptitlerde; DOPA’nin kimyasal tutunmadan ve kovalent ¢apraz baglanmadan
sorumlu oldugu, lizinin ise ¢apraz baglanmada rol aldigi ve polipeptitlerin suda

¢cozlinirliligiini arttirdig: belirtilmistir.

Bircok farkli hastalik i¢in kullanilabilecek gen tedavisinin, reseptor aracili gen transferi
ile yapilabilecegi belirtilmistir. Bu tedavide polikatyon molekulleri ile DNA bir
kompleks olustururlar. Boylece DNA’nin negatif yukleri maskelenmis olur ve niikleaz
degredasyonundan korunur. Ayrica olusan kompleksin hucreye girerkenki spesifik
baglanma islevini de bu poli-katyon molekiilleri yerine getirir. Literatirde, polikatyon

molekiilleri olarak ¢ogunlukla poli-lizin kullanilmigtir [55].

Geleneksel immiinositokimyasal belirleme yontemlerinde; 6rnekler bircok kez yikama
islemine maruz kaldigindan dolayr hiicre sayisinda 6nemli 6l¢iide azalma oldugu
belirtilmistir. Kranz ve arkadaslar1 slayt Uzerine poli-L-lizin kaplayarak hucreleri

sabitlemis, bir kez yapilan yikama islemiyle 6rnekler safsizliklardan armdirilmistir [56].
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Boylece hiicrelerdeki kaybin azaltildigi ve ayrica zamandan da tasarruf edildigi One

surdlmektedir.

Bir¢ok grup tarafindan c¢esitli polimerler kullanilarak ila¢ tasinimi sistemleri
tasarlanmustir. Ilag tasiniminda kullanilmak iizere sentezlenen kapsiil / jel 6ncelikle
biyouyumlu olmak zorundadir. Polipeptitler, biyouyumlu olmalarinin yani sira
olusturduklar1 kararh ikincil yapilar sayesinde de diger polimerlere goére kullanimlar
tercih edilmektedir. Ayrica, olusturduklar1 ikincil yapilar, nano boyutta sentezlenen
molekiillerin yapilarinin kontroliinii de kolaylagtirmaktadir. Bu dogrultuda bir¢ok grup

farkli aminoasitler kullanarak ilag tasinimi igin polipeptitler sentezlemislerdir [57] [58].

Polipeptitlerin ikincil yapilarinin igerisinde bulunduklari ortama goére ne tiir degisiklikler
gdsterdiginin arastirilmas1  onemlidir. Ornegin; Alzeimer [59], Parkinson’s [60],
Huntington’s [61] hastaligi gibi norolojik temelli hastaliklarda sebep olan en Gnemli
etmen olarak; kararli, ¢oziiniir alfa sarmalli peptit zincirlerinin ortam sartlarina (pH,
sicaklik, ¢oziicli, vb.) bagl olarak ¢éziinmez beta plakali konformasyonuna doniismesi
gosterilmektedir (Sekil 2. 17). Bu hastaliklara neden olan protein molekiillerinin
safsizlagtirilmast ve amorf olduklar1 i¢in karakterizasyonlarmmin yapilmast oldukga
zordur. Bu yilizden hastaliklara neden olan bu proteinler ve bulunduklar1 dogal ortamlar
sentetik olarak taklit edilerek ¢alismalar yapilabilir. Bu tez ¢alismasi da bu tiir norolojik

hastaliklarin nedenlerinin arastirilabilmesi i¢in gerekli bir 6n calismadir.
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Sekil 2. 17: Protein yapilarinin katlanmasi ve konformasyonel bozukluklarin
sematik gosterimi [62]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Kullamilan Kimyasalar

Bu tez c¢alismasinda kullanilan tiim kimyasallar Sigma-Aldrich firmasindan alinmustir.
Tetrahidrofuran (THF) (> 99,9%), n-hekzan (> 95%), N. —benziloksikarbonil-L-lizin
(99%), L-alanin (99,5%), bis(triklorometil)karbonat (trifosgen) (99%), sodyum
bikarbonat (> 99,7%), magnezyum siilfat (99,5%), (3-Aminopropil)trietoksilan (APTES)
(99%), etanol (absolute, > 99.8%), aseton (ACS reagent, > 99.5%), hidroklorik asit
(ACS reagent, 37%), bakir kloriir pentahidrat.

3.2.  Karakterizasyonda Kullanilan Cihazlar

3.2.1. Siv1 Nukleer Manyetik Rezonans Spektrometresi (NMR)

Bu karakterizasyon yontemi ile polipeptit sentezinde kullanilan N-karboksi anhidrit
monomerlerin  kimyasal yapilarin1  dogrulayip safsizlik analizi  yapmak igin
kullanilmistir. Olgiimler Bruker AVANCE (300 MHz) cihazi ile yapilmistir.

3.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

AAO membran porlarmin iglerinde sentezlenen polipeptit nanocubuklarna ait
goriintiiler, LEO Gemini 1530 marka SEM cihaz ile 3,5 nm ¢ozinurlikte, 0,75 — 6 kV
elektron hizlandirma voltaj1 ile alinmistir. Elde edilen goriintiilerle, 6ncelikle porlarin
polipeptitler ile dolu olup olmadigina bakilmistir. Serbest polipeptit nanogubuklarinin

SEM goriintiileri ise ylizey morfolojisi hakkinda bilgi vermektedir.
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3.2.3. Kati-Hal Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi (**C CPMAS NMR)

C CPMAS NMR élciimleri, Bruker Avanche Spektrometresi ile 125.76 MHz
frekansinda, oda sicakliginda yapilmistir. Bu teknik kullanilarak sentezlenen nanoyapili
polipeptitlerin ikincil yapilarinin tespit edilmesi hedeflenmistir.

AAO membranlarin arkasindaki aliiminyum tabakast CuCl; ile asindirildiktan sonra
geriye kalan aliiminyum oksit porlar i¢indeki polipeptitler toz haline getirilmistir. Elde

edilen yaklagik 15mg’lik toz 6rnekler iizerinden analizler yapilmaistir.

3.2.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Toplam Yansimasi Azaltilmis Kizilotesi spectroskopisi (Nicolet 730 ATR-FT-IR) ile
PZLL ve PAla nanogubuklarin ikincil yap1 olusumu incelenmistir. FT-IR teknigi ile hem
polipeptitlerin kimyasal yapisini aydinlatmak, hem ikincil yapilar1 tespit etmek, hem de
peptit zincirlerinin yonelimini 6lgmek icin kullanilmistir.

NMR analizleri i¢in yapilan 6rnek hazirlama prosediirii aynen uygulanmistir. Elde edilen

toz ornek icine KBr katilarak analizler yapilmistir.

3.2.5. Diferansiyel Taramal Kalorimetri (DSC)

Y18in polipeptitlerin ve nano polipeptit ¢ubuklarin termal davraniglarini analiz etmek
icin Mettler Toledo Star marka Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) teknigi

kullanilmistir.

Ornekler NMR ve FTIR 6lgiimlerinde oldugu gibi hazirlanmistir. Cizelge 3.1°deki
prosediir kullanilarak, 25 nm’den 400 nm’ye degisen por c¢aplarina sahip AAO membran
icindeki PZLL ve PAla nanogubuklart ve yiginlar i¢in olgiimler yapilmis ve DSC
termogramlari elde edilmistir.

Olgiimler igin 150 pL hacimli Al hermetik kaplar kullanilmistir. Bos membranlar
(membranlarin silanlamadan sonraki hali) ve polipeptit ile dolu membranlar

(membranlarin polimerizasyondan sonraki hali) tartilarak aradaki kiitle farkindan porlar
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icindeki polipeptit miktarlar1 hesaplanmis ve DSC termogramlarinin normalizasyonu

icin kullanilmistir.

Cizelge 3. 1: DSC 6l¢iimlerinde kullanilan prosediir.

Baslangig sicakligi (°C) Bitis sicaklig1 (°C) Isitma / sogutma
Hiz1 (°C / dk)
1. Sogutma 25 -140 10
1. Isitma -140 150 10
2. Sogutma 150 -140 10
2. Isitma -140 150 10
3. Sogutma 150 25 10

3.2.6. Dielektrik Spektroskopisi (DS)

Dielektrik Spektroskopisi (DS) 6lctimleri polipeptit nanogubuklarin elektriksel ve termal
ozelliklerini 6lgmek i¢in kullanilmistir. Olgiimler 223,15 K’den 413,15 K’e kadar 5’er K
arayla, atmosferik basingta, 102 — 10° Hz frekans araliginda; frekans cevap
cozimleyicili (Solartron Schlumberger FRA 1260) ve genisbant dielektrik geviricili

Novocontrol BDS sistemi ile yapilmistir.

Dielektrik Spektroskopisi teknigi; i¢inde 6rnek malzemenin bulundugu kapasitoriin bos
ve dolu haldeki kapasitans1 olgiilerek kompleks dielektrik sabitnin hesaplanmasina
dayanir. Sabit sicaklikta, degisen frekanslarda uygulanan elektrik alana gore dielektrik
sabiti de degisir. Bu Ol¢limler farkli sicakliklarda tekrarlanarak malzemenin elektriksel
ozelliklerinin yan1 sira termal 6zellikleri hakkinda da bilgi edinilebilinir.

Degisen frekansla birikte; polimer zincirlerinin segmentsel hareketleri, molekiiller arasi
etkilesimler ve ana zincirdeki yan gruplarin titresim hareketleri gozlemlenir. Bu
hareketlere; o-rahatlama (diisiik frekanslarda) veya - rahatlama (yuksek frekanslarda),

olugma frekanslarina ise rahatlama frekansi denir. Degisen sicaklikla yapilan dl¢timler
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sonucunda; rahatlama zamaninin 100 saniye oldugundaki sicaklik polimerin cams1 gegis

sicakligini verdigi saptanmistir.

3.2.7. Genis-A¢1 X-Ray Isin1 Sacinima (WAXS)

Polipeptitler ¢ogunlukla amorf bolgelerden olussa da bu bolge arasinda diizenlenmis
haldeki polipeptit zincirleri de bulunmaktadir. Genis-Ac¢1 X-Ray Isin1 Saginimi (WAXS)
metodu ile diizenlenmis polipeptit zincirlerinin kristal yapilar1 ve paketlenmesi
incelenmistir. Olgiimler iki-boyutlu Siemens A102647 detektorii ve grafit monokromator

(A=0.154 nm) kullanilarak yapilmstir.

3.3.  AAO’nun Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda sikistirilmis polipeptit nanogubuklarinin sentezinde kullanilan 25
nm, 35 nm, 65 nm, 200 nm ve 400 nm por ¢aplarina ve 100 um por uzunluklarina sahip
AAO membranlar; iki basamakli anodizasyon yontemi ile Prof. Dr. Martin Steinhart ve
grubu tarafindan {tretilmistir. Bu yoOntemin uygulanmasinin amaci daha homojen
dagilmig ve tiim kalinlik boyunca diizenli bir sekilde olusmus nanoporlarin elde
edilmesidir. Clnki anodizasyonun ilk basamaginda nanoporlar dizgin bir sekilde
olusmaya baslamaz, daha sonraki asamada daha diizenli (por uzunlugu boyunca ayni
genislige sahip) olmaya baslar. Ilk asamada bir membranin kalinlig1 boyunca farkli
sekilde dagilmis, hatta bazi yerlerde kesismis nanoporlarin elde edilmesine neden olur.
Bu yiizden ilk anodizasyonda olusan yeterli diizgiinliikte olmayan silindirik nanoporlar
yiizeyden uzaklastirilir, ancak uglari aliiminyum tabaka iizerinde kalir. Ikinci kez
anodizasyon yapildiginda ise nanoporlar bu uclar {izerinden olugmaya baglar ve

yukaridan agagiya aym diizliikte nanoporlar elde edilir.

Iki basamakli anodizasyonu iizerinde yapilan yapisal incelemelere baktigimizda ilk
basamakta elde edilen porlar ile ikinci anodizasyondan sonra elde edilen porlar

arasindaki fark oldukca nettir (Sekil 3. 1). Ikinci anodizasyondan sonra da porlarin
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diziliminde bazi hatalar oldugu goriilmektedir ancak bu hatalar, tek basamakta
anodizason ile elde edilen AAO membran porlarindakilere gore olduk¢a az oranda

olusmustur.

Sekil 3. 1: AAO membran iistten SEM goriintiileri; a) ilk anodizasyon sonrasi

b) ikinci anodizasyon sonrasi
Feiyue Li ve calisma arkadaslari, AAO membran iiretimi i¢in kurduklari elektrokimyasal
hiicre iginde, sabit gerilim altinda akimin degisimini incelemislerdir (Sekil 3. 2). Sabit
gerilim altindaki anodizasyon egrisinden goriildiigli lizere basta bariyer oksit tabakanin
olugmasiyla zamanla akimda bir diisiis olusur. Bu diisiis ilk anodizasyonda daha fazla
olur ve artisikinci anodizasyondakine gore daha ge¢ olur. Bunun sebebini; ilk
anodizasyon sonrasinda olusan porlarin dibinde olusan oksit tabakanin daha ince olmasi
bu yiizden de direncin daha az olmasindan dolay: ikinci anodizasyonda por olusumunun

daha hizli olmasina baglamiglardir [63].
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Sekil 3. 2: %3’lik H,C,04 ¢ozeltisinde, 40 V ve 15 °C’deki anodizasyon akim-
zaman egrisi (j-t) (sabit gerilim altinda) [63].

3.3.1. AAO membranin temizlenmesi

AAO membran porlarinin yizeyini temizlemek igin kuru temizleme yontemi olan
oksijen plazma kullanilmistir. Tiim boyutlardaki AAO membranlar, 2 dakika boyunca
300 W giictinde, 0,2 mbar vakum altindaki oksijen plazmada bekletilmistir.

3.3.2. AAO membranin fonksiyonlandirilmasi

Bu tez c¢alismasinda, ylizey fonksiyonlandirilmasi i¢in silanlama prosesi secilmistir.
Silanma i¢in 3-Aminopropiltrietoksisilan (APTES) kullanilmigtir. Burada; silanin etoksi
gruplar1 aliiminanin oksit yiizeyine baglanirken yiizeyin temizligi saglanmis ve silanin
acik ucundaki (ylizeye baglanmayan ug) amin gruplari da polimerizasyon asamasi igin

baslatici olarak yerlestirilmistir.
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Hazirlanan, etanol igindeki %1°lik (hacimce) APTES (Sigma-Aldrich) c¢ozeltisi 20
dakika boyunca manyetik karistiricida karistirildiktan sonra 0,2 pm por ¢apina sahip
politetrafloroetilen (PTFE) siringa filtresi kullanilarak filtre edilmistir. Boylece
topaklanmis APTES molekiilleri ¢dzeltiden uzaklastirilir. AAO membranlar hazirlanan
APTES ¢ozeltisi i¢ine konularak 6 saat boyunca bekletilmistir. Silanlama siresi; SPR-
OWS (Yuzey Plazmon Rezonans - Optik Dalga Klavuzu) ile in-situ olarak AAO
membran porlarina APTES / etanol ¢6zeltisi doldurularak tespit edilmis ve 6 saatin

optimum siire oldugu belirlenmistir (Sekil 3. 3) [64].
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Sekil 3. 3: AAO membran por yiizeyine (por ¢apt 60 nm) baglanan APTES
molekuillerinin zamanla degisimi [64].

Sekil 3.1’te gosterildigi gibi APTES molekiilleri 6nce hidroliz olur, kendi aralarinda
kondanse olurlar ve ylzeye kimyasal veya fiziksel olarak birka¢ tabaka olarak
baglanirlar. Fiziksel ¢ekim ile baglanmis kararli olmayan molekiiller ultrasonikasyon
yardimt ile yiizeyden koparilir ve geriye 1-2 nm kalinliginda birka¢ tabakadan olusan,

yuzeye Si — O kimyasal bagi ile baglanmig APTES molekiilleri kalir. Daha sonra
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¢oziiciiden tamamen kurtulmak ve yapilarin bir sekilde kimyasal baglanma ile yiizeye

sabitlendiginden emin olmak i¢in AAO membranlar 120°C’de 20 dakika bekletilmistir.
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Sekil 3. 4: 3-Aminopropiltrietoksisilan (APTES) molekillerinin AAO membran
yiizeyine baglanma agsamalariin sematik gosterimi.

Kimyasal bag yapmamigs APTES molekiillerinin yilizeyden uzaklastirlmasindaki
sonikasyonun etkisi; SiO; yiizeyine baglanmis APTES molekiillerinin Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) ile incelenmistir. 15 dakika sonikasyondan sonra molekiillerin hala

biiyiik kitleler halinde ylizeyde bulundugu, sonikasyon siiresi arttirildiginda ise (30
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dakika ve 45 dakika) yuzeyde topaklanmis halde bulunan, fiziksel olarak baglanmig
APTES molekullerinin ylizeyden uzaklastirildigi goriilmustiir (Sekil 3. 5).

Section Analysig

Section Analysis

Sekil 3. 5: SiO, yiizeyine baglanmis APTES molekiillerinin; a) 15 dakika
sonikasyon sonras1 b) 30 dakika sonikasyon sonrasi c) 45 dakika sonikasyon
sonrast AFM goriitiileri ve yuzey puruzltlik dagilimlari.

3.3.3. AAO membranin infiltrasyonu

AAO membranlarinin {stiine siringa yardimiyla monomer ¢ozeltisi (125 mM
konsantrasyonunda NCA-lizin ve 200 mM Kkonsantrasyonunda NCA-alanin)
damlatilmis, ¢6zeltinin porlarin i¢ine difiiz etmesi i¢in birka¢ dakika beklendikten sonra
buharlagsmayan ¢Ozicu vakum ile uzaklastirlmigtir. Porlar tamamen dolana kadar bu
islem tekrar edilmistir. Porlarin etkin bir sekilde doldugunu anlamak igin iki farkli

yontem kullanildi.
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a. Doldurulma isleminden once bos membranlar hassas (0,1 mg hassaslikta) bir
terazide tartildi. Her doldurma isleminden sonra membran yiizeyleri temizlenip tekrar
tartildi. Agirlik sabit kalana kadar bu isleme devam edildi. Dolu ve bos membranlarin
arasindaki agirlik farkindan da i¢inde ne kadar polipeptit oldugu saptanmustir.

b. SEM ile membranlarin {ist yiizeylerinden ve kesit goriintiilerinden polarin dolu

olup olmadigina bakilmistir.

3.4. Monomer Sentezi

Baslangic maddeleri ve elde edilen monomer ¢ok reaktif oldugu icin tiim sentez Ar(g)
ortaminda yapildi. Kullanilan tim cam malzemeler gece boyunca 160°C sicaklikta
bekletilerek nemin uzaklagtirilmasi saglandi ve Ar(g) altinda oda sicakligina gelene
kadar sogutuldu. Ayrica, reaksiyonda ¢oziicii olarak kullanilan THF, bir gece once
160°C’de bekletilerek aktiflestirilen molekiiler elek yardimiyla kurutuldu. Boylece, hem
nemin, hem de Oj(g)’in kimyasallarla verebilecegi olasi reaksiyonlar Onlenmeye

calisild.

Reaksiyon; geri yogunlastirict bagli 3-boyunlu balon i¢inde, Ar(g) altinda yapildi.
Reaksiyon diizenegine siirekli Ar(g) verilirken bir yandan ¢ikan gazin sirasiyla su,
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve amonyak ¢ozeltisi dolu yikama siselerinden gegirilerek

HCI ve fosgen’in tutulmasi saglandi (Sekil 3. 6).
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Sekil 3. 6: Monomer sentezi i¢in deney diizenegi.

Halka Agilma Polimerizasyonu (HAP) kullanilarak yapilan polipeptit sentezi igin N-
karboksianhidrit (NCA) — aminoasit monomerler sentezlenmistir. Bu tez ¢alismasinda;
Daly ve Poche’un raporladig1 yontem ile [65] N.—benziloksikarbonil-L-lizin ve L-alanin

sentetik aminoasitlerinin N-karboksianhidrit’leri sentezlenmistir.

150 mL kuru THF i¢inde 5 g baslangi¢c maddesi (Ne —benziloksikarbonil-L-lizin veya L-
alanin) ¢oziilene kadar karistirilmig, 50°C’ye gelince reaksiyon ortamina 1:3 oraninda
trifosgen (Z-L-lizin igin 1,8 g; L-alanin i¢in 5,55 g; glisin igin 6,6 g) eklenmistir. Cozelti
seffaf hale gelene kadar (3-5 saat) reaksiyon siirdiiriilmiistiir. Baslangic maddesi;
trifosgen ile tepkimeye girerek NCA-aminoasitleri olusturmustur (Sekil 3. 7), bu sirada
HCl ag1ga ¢ikmaktadir.
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Sekil 3. 7: @) NCA-monomer sentez basamaklari, b)NCA-Z-lizin i¢in R grubu
ve ¢) NCA-alanin i¢in R grubu d) NCA-glisin icin R grubu.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra safsizlastirma igin reaksiyon c¢ozeltisi, 6nce su sonra
sodyum bikarbonat cozeltisi (0,75 g NaHCO3 / 150 mL su) ile yikanmistir. Yikama
islemi Oncesi hem monomer ¢ozeltisi hem de yikama c¢ozeltileri 0°C’ 1n altina kadar
sogutulmustur. Su ile reaksiyon sonucu agiga c¢ikan HCl ve tepkimeye girmemis
baslangi¢c maddesinin; sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile de tepkimeye girmemis trifosgen
ve trifosgenin bozunmasiyla olusmus olabilecek fosgenin ¢6zeltiden yikanmasi
amaclanmistir. Hem monomerin saf elde edilmesi agisindan, hem de monomerin su ile
etkilesimde oldugu tek basamak oldugu i¢in tiim sentez boyunca dikkat edilmesi gereken
en Oonemli basamaktir. Sentez sirasinda karsilagilan en 6nemli sorunlardan biri olan
yikama sirasinda faz ayriminin net olarak gdzlemlenememesi problemi olugmustur.

Monomer ¢ozeltisi ve yikama ¢ozeltisi karisimina, su tutucu 6zelligi oldugu bilinen
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magnezyum siilfat eklenerek bir miktar faz ayrimi gozlemlenmis, bir miktar suyun da
magnezyum siilfat ile tutulmasi saglanmigtir. Ancak bu asamada harcanan zaman
boyunca monomerin su ile etkilesimde olmasi ve magnezyum siilfat ile bir miktar
monomerin de atilmasi hem verimi diislirmiis, hem de monomerin bozunma riskini

arttirmistir.

Yikanan monomer ¢Ozeltisi berrak olarak elde edildikten sonra ¢oziiciinlin bir kismi
(1/3°1 kalacak sekilde) donen buharlastiricida 40°C’de basing adim adim diisiirtilerek
buharlastirilmistir. Daha sonra n-hekzan ile kristalizasyon yapilarak gece boyunca
buzlukta bekletilmistir. Ertesi giin, nuge erleni yardimiyla kristaller ¢ozeltiden
toplanmistir. Bu islem birka¢ defa tekrarlanip en son elde edilen toz monomer gece

boyunca vakum altinda kurutulmustur.

NCA — L-alanine sentezi sirasinda olusan baska bir sorun ise Sigma-Aldrich’ten satin
alian L-alanin’in THF i¢indeki ¢oziiniirliigiiniin az olmas1 idi. Bu problemi ¢6zebilmek
icin seramik havan yardimu ile iri kristaller halindeki L-alanin kat1 parcaciklari toz haline

getirilmistir. Bu sekilde ¢oziiniirliikte gdzle goriiliir bir artis elde edilinmistir.

NCA-Glisin sentezi laboratuvarimizda basaril bir sekilde gerceklestirilememistir. Glisin
polipeptit sentezinde yaygin olarak kullanilan hi¢bir ¢oziiciide (THF, DMF, etilasetat)
¢oziinmemistir. Literatiire baktigimizda agirlikli olarak bu c¢oziiciilerin kullanildigy
goriilmistiir. Bunun yerine, NCA-Glisin monomeri Isochem S.A.S (Lavoisier, Fransa)

firmasindan yiiksek saflikta satin alinmistir.

3.4.1. Monomer karakterizasyonu

Elde edilen monomerlerin *C ve 'H NMR spektrumlarina bakilarak, déniisiimiin
tamamlandigt ve saf olarak elde edildikleri gosterilmistir. NCA-N-Z-L-lizin’in
CDCl3’de alinan proton NMR’ma (Sekil 3. 8) bakildiginda genel kimyasal yapisindaki
tiim protonlarin pikleri gozlemlenmistir “H NMR (CDCl; 400 MHz): & (ppm) 1.58
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(4H, CH,CH,), 1.88 (2H, CH,), 3.13 (2H, CH,), 4.19 (1H, CH), 4.99 (1H, NH), 5.13
(2H, CH,0), 6.94 (1H, NH), 7.26 (m, 5H, ArH)). Burada halka yapmin olustugunu
gosteren belirleyici pikler N-karboksianhidrit halkasindaki —NH (6.94 ppm) ve —CH
(4.19 ppm) gruplarina aittir.
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Sekil 3. 8: NCA — Ne-benziloksikarbonil-L-lizin’nin *H NMR spektrumu.

NCA-N-Z-L-lizin’in CDCl3’de alinan karbon NMR’ma (Sekil 3. 9) bakildiginda genel
kimyasal yapisindaki tiim protonlarin pikleri gézlemlenmistir (*C-NMR (101 MHz,
CDCl3): & (ppm) 169.88 (OC(O)CH), 156.96 (C(O)NH), 152.46 ((CO)NH), 136.35 —
128.05 (Ar), 66.94 (CH,0), 57.44 (CH), 40.06 (CHy), 30.78 (CHy), 21.25 (CHy)).Burada
halka yapinin olustugunu gosteren belirleyici pikler N-karboksianhidrit halkasindaki
OC(O)CH (169.88 ppm), C(O)NH (156.96 ppm), (CO)NH (152.46 ppm), gruplarina
aittir. Bu senteze 5 g Z-L-lizin ile baslanilmis olunup sentez sonunda % 76 verim ile
4,15 g NCA-Lys elde edilmistir.
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Sekil 3. 9: Ne —benziloksikarbonil-L-lizin — NCA’nm **C NMR spektrumu.
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Sekil 3. 10: NCA —L-alanin’in *H NMR spektrumu.

42



NCA —L-alanin’in CDCls’da alinan proton NMR’ma (Sekil 3. 10) bakildiginda 1.41
ppm’de —CHa, 4.35 ppm’de —CH, 6.25 ppm’de —NH gruplarinin varlig1 gézlemlenmistir.
NCA —L-alanin’in CDCl; + THF karisiminda alinan **C NMR’ma (Sekil 3. 11)
bakildiginda 16.93 ppm’de —CHj3, 52.76 ppm’de —CH, 151.49 ppm’de (NHC(O)O),
171.04 ppm’de ise (CHC(O)O) gruplarinin varligi goézlemlenmistir. 77.70, 77.38,
77.05ppm’lerdeki pikler CDCls, 67.34 ve 25.21 ppm’lerdeki pikler ise THF
coziculerine aittir. Bu senteze 4,06 g L-alanine ile baslanilmis olunup sentez sonunda %
61 verim ile 3,22 g NCA-Ala elde edilmistir. Literatiir ile karsilastirildiginda oldukea iyi
bir verim ile sentezin tamamlandigi goriilmistiir [65]. Sentez verimi en diisik NCA-
monomerlerden biri olan NCA-Ala’ninde verimin diismesi baslangi¢ maddesindeki

¢Oziiniirliik problemindenden kaynaklanmaktadir.

Yapilan tiim monomer sentez denemelerinin *C ve H NMR spektrumlarina
bakildiginda safsizlik olmadigi gdézlemlenmistir. Ancak, birka¢ sentez denemesinde
yasanan, yikama basamagindaki iiriin kaybi dolayisiyla yeterince monomer elde
edilememesi ve ¢0ziiniirlilk problemleri nedeniyle bu sentezler basarisiz sayilmistir. Bu

nedenle kullanilan sentez yonteminin genel olarak etkin oldugu sdylenebilinir.
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Sekil 3. 11: NCA —L-alanin’in *C NMR spektrumu.

3.5. Nanoporlar i¢inde Polipeptit Sentezi

Polimerizasyon basamagindan 6nce, BOlim 3.1.1 ve 3.1.2°de anlatildign gibi AAO
membran porlarinin yiizeyi temizlenmis ve silanlama ile fonksiyonlandirilmistir. NCA

monomerler ise Boliim 3.2°de anlatildig1 gibi sentezlenmistir.

Tetrahidrofuran (THF) (Sigma-Aldrich) ¢oziiciisii ile hazirlanan 125 mM’lik NCA-lizin
ve 200 mM’lik NCA-alanin monomer c¢ozeltileri, 5 farkli por capma sahip AAO
membranlarina infiltre edilmistir. Infiltrasyon islemi, oda sicakliginda, vakum (1-2

mbar) altinda ve Ar gazi ortaminda; membran iizerine monomer ¢ozeltisinin
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damlatilmasiyla gerceklestirilmistir. Membran yiizeyi tamamen NCA-monomer ¢ozeltisi
ile kaplanana kadar bu islem birka¢ kez (5-10 kez) tekrar edilmistir. Polimerizasyonun
gerceklesmesi i¢in, NCA-lizin ve NCA-alanine ¢o6zeltileri infiltre edilmis AAO
membranlar, PZLL i¢in 60 °C’de, PAla i¢in 50 °C’de vakum (100 mbar) altinda bir gece
bekletilmis ve yine sirastyla 110 °C ve 100 °C’de vakum (~ 0 mbar) altinda 6 saat
bekletilerek kiir edilmigtir. Polimerizasyon isleminden sonra; jilet, THF ile
nemlendirilmis ince kagit ve yumusak parlatma kagidi (Buehler GmbH, VerduTex)
yardimiyla membran ylizeyinde yigin halinde olusmus polipeptit tabakasi
uzaklagtinnlmigtir. CoOzilicliniin tamamen porlardan uzaklastigindan emin olmak ve
polipeptitlerin oryantasyonun tamamlanmasi i¢in, PZLL i¢eren membranlar 150 °C,

PAla i¢eren membranlar 140 °C’de vakum altinda gece boyunca firinda bekletilmistir.

Sekil 3. 12; uygulanan her adimdan sonra AAO membran porlarimin i¢inde olusan
kimyasal yapilar1 ve tepkimeleri hem PZLL hem de PAla i¢in gostermektedir. Sekil 3.
12.a silanlama basamagindan sonra APTES’in por duvarlarina baglanmis halini ve
NCA-monomerin genel kimyasal yapisini; Sekil 3. 12.b olusabilecek polipeptitlerin
(PZLL ve PAla) yapilarini; Sekil 3. 12.c ve d ise bu deneylerde kullanilan monomerlerin

(NCA-lizin ve NCA-alanin) R gruplarini gostermektedir.
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Sekil 3. 12: a,b) Polipeptit nanogubuklarinin polimerizasyonu c)Poli-Z-L-lizin
icin R gruplarinin kimyasal yapist d) Poli-alanin i¢in R gruplarinin kimyasal

yapisl.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.  Porlarn infiltrasyonu ve Yiizey Morfolojisi

Sekil 4. 1’de icleri tamamen dolu, Sekil 4. 2°de ise igleri kismen dolmus farkli por
capmnda PZLL ve PAla igeren AAO membranlarinin iistten ¢ekilmis SEM gorintdleri
bulunmaktadir. Sekil 4. 3’de i¢i tamamen dolu 200 nm por ¢apinda PZLL iceren AAO
membranin kesit goriintiisi bulunmaktadir. Gorilintiiler sonucunda, AAO membran

porlarmin tamamen dolu oldugu 6rnekler sonraki 6l¢timlerde kullanilmustir.

Sekil 4. 1: PZLL ve PAla nanogubuklarinin farli por ¢aplarindaki AAO
membran igindeki Ustten SEM goéruntileri; a) PAla-200 nm b) PAla-400
nm ¢) PZLL-35 nm d) PZLL-200 nm.
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Sekil 4. 3: 200 nm por ¢apma sahip AAO membran i¢inde PZLL
nanocubuklarin kesit goriintiisii.

4.2.  Polipeptitlerin Yapilari

'H ve 3C NMR ile alian 8lgiimlerle kimyasal yap1 tayini yapilabilmektedir. Ancak *H
NMR genis bant araligia sahip oldugundan kati hal **C NMR tercih edilir. Ciinkii bant
aralig1, kimyasal kayma degeri ve *>C spin-kafes gevseme zamani sayesinde kati hal **C

NMR’inda kristalin ve amorf kisimlarin ayrimi daha rahat yapilmaktadir.

Bu calismada®*C CPMAS NMR kullanilarak polipeptitlerin genel kimyasal yapisinin

tayininin yani sira ikincil yapilarina 6zellikle dikkat ¢ekilmistir. PZLL nanogubuklarinin
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3C CPMAS NMR spektrumlarinda (Sekil 4. 4), =~ 176 and 58 ppm’deki rezonanlar o-
sarmal ikincil yapiy1 [66]; PAla nanogubuklarin spektrumlarinda (Sekil 4. 5) ise 6 = 176;
53 and 15 ppm’deki rezonanslar a-sarmal ikincil yapiyi, 0 = 172; 49 and 20 ppm’deki
rezonanslar B-pilili tabaka ikincil yapiy1 [35] gostermektedir.

Keskin ve dar pikler kristalize faz1 gosterirken genis pikler amorf fazlarin varligini,
genis pikler ve ikili pikler ise birden farkli yap1 olusumunu gostermektedir [67]. Buna
dayanarak; Sekil 4. 4’deki bazi piklerin genis gozlenmesinin sebebi de, PZLL
nanogubuklar i¢in bekledigimiz a-sarmal ikincil yapinin yani sira B-pilili tabaka ikincil

yapinin da olusmasi olabilir.

o-heliks o-heliks

25nm

35NM  wsnd

200nm

400nm
—— -, - 77 —T— .
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
8 (ppm)

Sekil 4. 4: 25 nm’den 400 nm’ye degisen por c¢aplarina sahip AAO membran
icindeki PZLL nanogubuklarinin **C CPMAS NMR spektrumlart.
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Sekil 4. 5: 25 nm’den 400 nm’ye degisen por caplarina sahip AAO membran
icindeki PAla nanogubuklarinin 3C CPMAS NMR spektrumlari.

Proteinlerin veya polipeptitlerin ikincil yapilari, bir FTIR spektrumundaki amit [ ve amit
Il absorpsiyon pikleri ile karakterize edilir. Amit I bantlari; amit grubunun C — N
gerilme titresimleri ve baskin olarak C=0O gerilme titresimlerini igerirken amit II
bantlari; N — H egilme ve C — N gerilme titresimlerini igerir (Sekil 4. 6). Genel olarak;
amit I bandinda 1652 — 1657 cm™ aralifi o-sarmal ikincil yapiy1, 1628 — 1635 cm™
araligi B-pilili tabaka ikincil yapiy1 ve 1640 — 1650 cm™ arahig ise rastgele sarmal
olusumunu gdsterir [68]. Amit II bandinda ise; 1545 — 1551 cm™ arahig1 a-sarmal ikincil

yaptyl, 1521 — 1525 cm™ aralig1 ise B-pilili tabaka ikincil yapiy1 gosterir. 1610 — 1628
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cm™? arah@indaki bant, agik, denatiire polipeptit baglarindaki giiclii molekiiller arast

hidrojen baglarinin varligin1 gosterir [69].

Alttas

Sekil 4. 6: Polipeptit zinciri konformasyonunun sematik gosterimi [70].

Bu calismada ise, Sekil 4. 7°te goriildiigii gibi ~1545 ve ~1654 cm™ dalga boylarindaki
pikler PZLL nanogubuklarinin a-sarmal ikincil yapisini belirtmektedir [71]. Sekil 4. 8°te
ise; ~1539 ve ~1658 cm™ dalga boylarindaki pikler PAla nanocubuklarinin o-sarmal
ikincil yapisii [71] gosterirken ~1628 cm™ dalga boyundaki pik p-pilili tabaka ikincil

yap1 konformasyonunu gdstermektedir [72].

Genis pikler ve ciftli piklerin olusumu birden fazla spektrumu icerdiginden olabilecegi
gibi polipeptit zincirlerinin ikincil yap1 olusumu sirasindaki katlanmasindan da olabilir.
1700 cm™ dalgaboyu civarindaki genis pik, p-doniis ve anti-paralel B-pilili tabaka

olusumlarindan olabilir [73].

Sekil 4. 9’te ise y1gin PZLL, PAla ve poli-glisin (PGly) polipeptilerinin IR spektrumlari
gosterilmektedir. Bu Gi¢ polipeptit igin de ~1530 ve ~1650 cm™ dalgaboylarindaki pikler
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a-sarmal ikincil yapiyi [71] gésterirken ~1625 cm™ dalgaboyundaki pik p-pilili tabaka

ikincil yap1 konformasyonunu gostermektedir [72].
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Sekil 4. 7: 25 nm’den 400 nm’ye degisen por ¢aplarina sahip AAO membran
icindeki PZLL nanogubuklariin IR spektrumlart.
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Sekil 4. 8: 25 nm’den 400 nm’ye degisen por c¢aplarina sahip AAO membran
icindeki PAla nanogubuklarinin IR spektrumlari.
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Sekil 4. 9: Yigin PZLL, P-Ala ve P-Gly polipeptitlerinin IR spektrumu. a ve ¢
dikdortgenleri i¢inde kalan pikler o heliks yapilar1 gosterirken, b dikdoértgeni
icindeki pikler - pilili tabaka ikincil yapisin1 gostermektedir.

Ikincil yapilat NMR ve FTIR yontemleriyle incelenen polipeptit nanogubuklarin
zincirlerinin olusturdugu kristal yapilar WAXS ile incelenmistir. 400 nm ve 35 nm por
capma sahip PAla nanogubuklarinin ekvatoryal WAXS siddet profiline bakildiginda
varligr tespit edilen (0 1), (1 1), (0 2) ve (1 2) yapisal diizlemleri hekzagonal
paketlenmeyi gostermektedir. Buna gére a-sarmal ikincil yapiya sahip PZLL ve hem o-
sarmal hem de B-pilili tabaka ikincil yapisindaki PAla nanogubuklarin por c¢apindan

bagimsiz olarak hekzagonal paketlenme yaptiklar tespit edilmistir.
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Sekil 4. 10: 400 nm ve 25 nm por ¢apina sahip PAla nanogubuklarinin
ekvatoral WAXS siddet profili.

4.3.  Polipeptitlerin Termodinamik Ozellikleri

Sekil 4. 11°da, DSC o6l¢iimlerinden elde edilen termogramlar1 gosterilen yigin PZLL
polipeptidinin cams1 gegis sicakligr (Tg) 28 °C (301 K), por ¢ap1 400 nm olan PZLL
nanogubuklarmin Ty’si 21 °C (294 K) olarak 6l¢iilmistir. Yigin PZLL polipeptitlerinin
Ty’si literatiirde [71] 305 K olarak belirtilirken bu g¢aligmada da DSC ile yapilan
Olctimlerle buna yakin bir sonug¢ elde edilmistir. Por ¢apt 400 nm olan PZLL
nanogubuklariyla yapilan DSC ve bu bélimde daha sonra anlatilacak olan Dielektrik
Spektroskopisi (DS) ol¢timlerinde T4 ayni bulunmustur. Yigin PZLL polipeptit ile por
cap1 400 nm olan PZLL nanogubugun Tg’sine bakildiginda yaklasik 7 °C’lik bir diisiis

gozlenmektedir ki bu da sikigtirma etkisinden kaynaklanan beklenen bir durumdur.
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Poli-(y-benzil-L-glutamat) (PBLG) iizerinde sikistirma etkisinin incelendigi ¢alismada
ise [1]; DS olglimleri sonucunda y1gin PBLG’nin Ty’si 288 K, por ¢apt 400 nm olan
PBLG nanogubuklarin Tg’si 277 K olarak bulunmustur. Goriildiigii tizere PBLG
polipeptitidinin camsi gecis sicakligt PZLL polipeptidine gore oldukea diisiiktiir. PBLG
ve PZLL polipeptitleri ayn1 ana zincir yapisina sahiptir ve iki polipeptit zincirinin de
sonunda benzen halkasi vardir, ancak PBLG, PZLL’e gore daha kisa zincirli yan
gruplara sahiptir. Bu yiizden PBLG’nin cams1 ge¢is sicakliginin PZLL’e gore diisiik

olmasi teorik olarak da beklenen bir durumdur.

Sekil 4. 12 ve Sekil 4. 13’teki termogramlar; yigin PZLL, PAla ve 25 nm’den 400 nm’ye
degisen por caplarina sahip AAO membran i¢indeki PZLL, PAla nanogubuklarinin
erime sicakliklarinin por ¢apina gore degisimini gostermektedir. Por ¢ap1 artarken PZLL
nanogubuklarinin erime sicakliklarinda diisiis gozlenirken; Cizelge 4. 1°de de goriildiigi
gibi; PAla nanogubuklarinin erime sicakliklarinin arttigi  gozlemlenmistir. Yigin
PZLL’in erime sicakligi PZLL nanogubuklardan yiiksek iken y1gin PAla polipeptidinin
erime sicakligi PAla nanogubuklarininkinden diisiiktiir. Erime sicakliklarindaki bu
yiikselig, sikigtirma etkisinin PAla polipeptit zincirlerinin kararliligini arttirdigini

gOstermektedir.

Termogramlardaki ciftli pikler, 6rnek i¢inde hem yigin hem de nanogubuk PZLL

oldugundan gézlemlenmis olabilir. Y{izeyde az da olsa polipeptit film kalabilmektedir.
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Sekil 4. 11: Yigin PZLL ve 400 nm por capindaki PZLL nanogubuklarinin
ikinci kez 1sitilmasi sirasinda elde edilen DSC termogramlari.
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Sekil 4. 12: Yigin PZLL ve 25 nm’den 400 nm’ye degisen por ¢aplarina sahip
AAO membran igindeki PZLL nanogubuklarinin ikinci kez 1sitilmasi sirasinda
elde edilen DSC termogramlari.
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Sekil 4. 13: Yi1gm PAla ve 25 nm’den 400 nm’ye degisen por caplarina sahip
AAO membran i¢indeki PAla nanocubuklarinin ikinci kez 1sitilmasi sirasinda

elde edilen DSC termogramlari.

Cizelge 4. 1: Yigin PAla ve 25 nm’den 400 nm’ye degisen por ¢aplarina sahip
AAO membran i¢indeki PAla nanogubuklarinin erime sicakliklari

P-Ala
nanogubuk Yigin

¢ap1

400 nm

200 nm

65 nm

35 nm

25 nm

Erime
Sicakhigr 54
Q)

71

68

66

67

66

DSC teknigi ile olgiilen Ty degerleri, Dielektrik Spektroskopisi kullanilarak da

hesaplanmistir. Dielektrik Spektroskopisi ile sabit sicaklikta, farkli caplara sahip

polipeptit nanogubuklarin dlgiilen dielektrik kayip degerleri logaritmik olarak, frekansa
(102-10° Hz) kars1 grafige (Sekil 4. 14) gegirilip; elde edilen egriler Debye (Esitlik 4.1),
Cole — Cole (Esitlik 4.2), Davidson — Cole (Esitlik 4.3) veya Havrilak — Negami (Esitlik

4.4) esitliklerine uygun sekilde egrilere ayrilir (Sekil 4. 15).
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e*(w)=¢,+——= (4.1)
l+iwr

e*(w)=¢, +—2 %2 . 0O<a<1 (4.2)
1+(ior)

e*(w)=¢, +g°_;g°°ﬂ (4.3)
(1+ Ia)z')

e*(w) = &, + b0~ % 4.4

L+ (i) }”

¢ : Kompleks dielektrik sabiti (¢" =&’ —ig"; &' : reel kismi, &” : sanal kisim)
g, Frekansin sifir oldugu durumdaki dielektrik sabiti

¢_: Frekansin sonsuz oldugu durumdaki dielektrik sabiti

1 : Relaksasyon zamani

o : frekans

Bu esitliklerdeki a ve B geometriye bagli sabitler olup, molekiil agirligina bagli olarak

degisir [74].
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Sekil 4. 14: Farkli por g¢aplarindaki (400 nm, 65 nm, 35 nm ve 25 nm)
AAO membran iginde PZLL nanogubuklarina ait dielektrik kayip egrisi.
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Sekil 4. 15: 400 nm por capindaki AAO membran iginde PZLL
nanogubuklarna ait dielektrik kayip egrisi ve rahatlama egrileri.
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Sekil 4. 15’e¢ bakildiginda yiiksek frekanslara denk gelen egri a prosesi, diisiik
frekanslarda olusan egri ise yavas prosesi gostermektedir [75]. o proses, amorf polipeptit
zincirlerinin - mikro-brownian hareketi ile olusan birincil segmentsel relaksasyon
prosesidir; polimerin tiiriine bagli olmaksizin olusur. Yavas proses ise; polipeptitin
kristal yapisini olusturan ana zincir ve yan zincirlerin oryantasyonu sonucu olusan

ikincil relaksasyon prosesidir, lokal olarak olusur.

Polipeptitlerdeki kristal yap1 polimerlerden farkli olarak ikincil yapiya da sahiptir. Yani;
bu tez caligmasi kapsaminda incelenen PZLL ve PAla nanogubuklar igin sirasiyla a-
sarmal ve hem a-sarmal hem de B-pilili tabaka yapilarini olusturan zincirlerin ve yan

gruplarin oryantasyonu anlamina gelmektedir.

/

o- proses
~—

¥—_ yavas
proses

Sekil 4. 16: a-proses ve yavas proses olusum bolgeleri

Farkl1 yarigaplara sahip tiim PZLL nanogubuklari i¢in dielektrik kayip degerleri 223,15
K’den 413,15 K’e kadar 5’er K arayla, atmosferik basingta Olgiilerek grafige
gecirilmistir. Dielektrik kayip egrilerinin a prosesi olusturan kisimindan elde edilen
verilerle relaksasyon zamanlarinin sicakliga baglh degisimini gosteren grafik (Sekil 4.
17) elde edilmis, Vogel- Fulcher-Tamman (VFT) esitligine (Esitlik 4.5) gore fit
edilmistir. Bu grafikten de goriilecegi lizere; ayni sicaklikta, por capt azaldikca
relaksasyon sureleri kisalmakta, yani daha kiiciik ¢apli PZLL polipeptit
nanocubuklarinin daha hizli hareket etmektedir. 25 nm’den 400 nm’ye farkli ¢aplara
sahip PZLL nanogubuklarinin relaksasyon siireleri, sicaklik arttikca azalmakta yani
hareketleri hizlanmaktadir. Sekil 4. 17°ye bakildiginda; nanogubuklarin ¢aplarina baglh

olmadan, relaksasyon siirelerinin sicaklikla degisimi ayni egilimdedir.

60



Camsi gecis sicakligi polipeptit zincirlerinin amorf kisimlarinin hareketinden olusur ve
zincirlerin bu sicakliktayken 107 Hz frekansinda titrestigi one siiriilmektedir. Bu
nedenle, relaksasyon zamaninin 10% Hz oldugu sicakliklar grafikten okundugunda

polipeptit nanocubuklarin Tg’leri elde edilmistir.

T=1,exp (4.5)
ST T,
1o ve B: polimere bagli fit parametresi
To: ideal cams1 gegis sicakligi
B 400nm
6 ® 200nm
. 65nm
5 m  35nm
B 25nm
4 4
34 _
. 400nm, T =294K
N 200nm, T =298K
g 24 65nm, T =293K
s - —
S 35nm, T =292K
o 14 25nm, T =291K
1
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Sekil 4. 17: AAO icindeki PZLL polipeptit zincirlerinin relaksasyon
zamanlarinin sicakliga bagli degisimi.
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Sekil 4. 18’ya bakildiginda, PZLL nanogubuklarinin caplar1 azaldik¢a camsi gegis
sicakliginin da diistiigii goriilmektedir. Capt 400 nm olan PZLL nanogubuklarin Tg’si
294 K iken, 25 nm’ye inildiginde camsi ge¢is sicakligi da 291 K’e kadar diismiistiir.
Cap1 400 nm olan PZLL nanogubuklarinin camsi gegis sicakligit DSC yontemi ile de 294

K olarak bulundugundan verilerin tutarli oldugu sdylenebilir.

298

Poly-Z-Lysine

297

296 —

295 —
é 294 - @O
293 —
292 —
291 - %5

290 . , . , . , .
0,00 0,01 002, 003 0,04

1/d (nm

Sekil 4. 18: DS ol¢imlerinden elde edilen Ty’nin por ¢aplarina gore degisimi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda NCA-L-lizin ve NCA-L-alanin monomer sentezleri % 76 ve % 61
verimler ile basariyla tamamlanmistir. Basta amaglanmis olan NCA-glisin sentezi ise,
baslangic maddesinin ¢oziiniirliigiiniin ¢ok diisiik olmasindan dolay1 yapilamamustir.
Sentezde baslangi¢ maddesi olarak kullanilan aminoasit molekdllerindeki yan gruplar
coziinlirliigli  etkilemektedir. Yan grup uzunluklari azaldik¢a, ¢Oziiniirlik de
azalmaktadir. Bu da verimlerden de anlasilacag: iizere sentezin basarisini etkilemistir.
Glisin molekiilinde ise yan grup olarak sadece H molekiilii oldugundan, NCA-glisin

sentezi yapilamamustir.

THF c¢oziiciisii ile hazilanan monomer ¢dozeltileri AAO membran porlara infiltre
edildikten sonra polimerizasyon yapilmistir. Porlarin etkin bir sekilde dolup dolmadigi
hem agirlik (Hassas Terazi) hem de kesit gortntleri (SEM) ile kontrol edilmistir. Bu iki
bagimsiz Ol¢limler dogrultusunda porlarin biiyiikk bir kisminin kati ¢ubuk olusturacak

nanoyapilar seklinde doldugu gozlemlenmistir.

Farkli por caplarina sahip (25, 35, 65, 200 ve 400 nm) polipeptit nanogubuklarinin
olusturdugu ikincil yapilar *C CPMAS NMR ve FTIR Spektrometreleri ile analiz
edilmistir. Her iki yontemde de por ¢aplarina bagli olmadan; PZLL nanogubuklarin a-
sarmal, PAla nanogubuklarin ise hem o-sarmal hem de B-pilili tabaka ikincil yapisina
sahip oldugu gosterilmistir. PZLL ve PAla nanocgubuklarinda gozlemlenen bu ikincil
yapilar, y1igin PZLL ve PAla polipeptitlerinde gézlemlenen ve nano boyutta da beklenen
yapilardir. Bilindigi iizere polimerlerin 6zel bir sinifi olan polipeptitler de amorf ve
kristal kistmlardan olusur. PZLL polipeptitler agirlikli olarak kirilmis sarmal (broken-
helix) ve amorf kisimlardan olusmuslardir. Bu yiizden **C CPMAS NMR ve FTIR ile

yapilan Olgiimler sonucu elde edilen spektrumlarda genis pikler gozlemlenmistir.
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AAO membran i¢indeki 400 ve 35 nm por c¢apina sahip PAla nanogubuklar iizerinde
WAXS ile yapilan analizler sonucu ise her iki por ¢apinda da hekzagonal paketlenme
gozlemlenmistir. Elde edilen piklerin keskin olmamasi da yine amorf kisimlardan dolayi
olusmaktadir. Hem o-sarmal hem de B-pilili tabaka ikincil yapisina sahip PAla
nanogubuklarinin olusturdugu igiinciil yapilar ise hekzagonal olarak paketlenerek

dordiinciil yapisini olusturmustur.

DSC ile yapilan 6lgiimle sonucunda ise yi1gmn PZLL’in Ty’si 301 K olarak 6lgiiliirken,
400 nm capa sahip PZLL nanogubuklarinin Ty’si 294 K olarak 6l¢iilmiistiir. Literatiire
gore; y1gin PBLG i¢in gozlemlenen Ty 288 K iken; 400 nm capa sahip PBLG
nanogubuklarmin Tg’si 277 K olarak gézlemlenmistir. Sonug olarak; polipeptitler
arasinda karsilastirma yapildiginda yan gruplar kiigiildiikce Tg’lerin azaldigi tespit

edilmistir.

PZLL nanogubuklarinin erime sicakliklarina bakildiginda ise por ¢ap1 azalirken T’ nin
artt1g1; PAla nanogubuklarinda ise tam tersi bir egilim gostererek azaldigi gozlenmistir.
Y1g1n polipeptit ile polipeptit nanogubuklarinin erime sicakliklar1 karsilastirildiginda ise;
PZLL polipeptidinde yigin, PAla polipeptidinde ise nanogubuklar daha kararli

bulunmustur.

Dielektrik Spektroskopisi ile de PZLL nanogubuklarinin hem amorf kisimlarin
hareketleri (a-proses) hem de ikincil yapilarin olusturdugu kristal kisimlarin hareketi
(yavas proses) incelenerek camsi gecis sicakliklari hesaplanmisitr. DSC teknigi ile elde
edilen sonuglar bu yontemle de dogrulanmis olup; nanogubuklarin c¢ap boyutlar
azaldikca camsi gecis sicakliklarmin da diistiigii gozlemlenmistir. Bu  diisiisiin
sinirlandirilma etkisinden dolay1 artan kirik/zayif baglar ve artan agik uglardan dolay1

olustugu diisiiniilmektedir.
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Sinirlandirmanin  polipeptitler tizerindeki etkisi hakkinda elde edilen bu sonuglardan
sonra, homopolipeptit yerine heterepolipeptit ile veya ortamda birden fazla farkli
homopolipeptit bulundurarak kalabaliklik etkisinin polipeptit zincirlerinin yapilar1 ve

dinamikleri Uzerindeki etkisi inclenebilinir.
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