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OZET

AAO membranlar kendine 06zgli kontrol edilebilen 6zellikleriyle biyomedikal
mithendisliginde ila¢ tasicilardan doku miihendisligine kadar genis bir alanda
kullanilan popiiler bir biyomalzeme sinifidir.

Tezin ilk kisminda yapilan ¢alismalarda AAO membranlar kalip olarak kullanilarak
kalip sentez ve sol-jel metotlarryla SNT ler elde edilmistir. I¢ ve dis yiizeylerinin
farkli zamanlarda modifikasyonuna izin veren tiretim teknigi (kalip-sentez) dikkate
almarak SNT'lerin dig ylizeyi folik asitle kaplanarak, tiipler kanser hiicreleri icin
giidiimlii hale getirilmislerdir. i¢ kisimlar1 da kanserli dokularin diisiik pH'h
ortamlar1 diisiiniilerek asit igerisinde salimimi fazla olan DOX igerikli jel ile
doldurulmugtur. Tiiplerin, FA modifikasyonunun ve AAO membranlarin
karakterizasyonu sirasinda SEM, TEM, FT-IR, XPS, Zeta potansiyeli analizleri
yaptlmistir. MCF-12A ve SK BR-3 hiicre hatlar1 ile SNT"lerin sitotoksisitesi tizerine
yapilan testlere ek olarak hiicre yiizeyine SNT'lerin tutunumu incelenmistir.
Caligmalar sonucunda, kanserli hiicrelerde saglikli hiicrelere nazaran yiiksek 6lim
oranlari tespit edilmistir. Diisik pHlarda salinima izin veren jel yapisinin ve FA
modifikasyonunun bu sonucu tetikledigi diistintilmektedir.

ikinci boliimde detaylandirilan calisma, sinir — doku miihendisligi i¢in yaklasik 100
ve 300 nm por ¢apina sahip iki farkli tip AAO membranin kalip olarak kullanildig1
CNM membranlarin iiretimi ve karakterizasyonudur. Sinir hiicrelerinin bir yilizeyde
gelisimleri o Yyiizeyin elektriksel, kimyasal ve topografik &zelliklerinin
optimizasyonuyla iligkilidir. Bu c¢aligma ile bahsedilen {i¢ faktoriinde kontrolii
yapilmaya calisilmistir. Topografik 6zellikler iki farkli por ¢ap1 ve poroziteye sahip
AAO membranlar ile, elektriksel 6zellikler PVD yontemi ile AAO tizerine karbon
kaplama yapilarak incelenmistir. Kimyasal ozellikler ise NGF katkilandirma
calismalar ile incelenecektir. Elde edilen CNM'ler SEM, TEM, XPS, EDX ve DC
Voltaj/Akim Kaynag1r ile karakterize edilmistir. Halihazirda devam eden
calismalarda, PC 12 hiicrelerinin hazirlanan substratlarda tutunumu incelenmektedir.

Anahtar kelimeler: AAO, SNT, Kanser, CNM, Noron.
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SEVDE ALTUNTAS

INVESTIGATION OF NANOPOROUS ANODIZED ALUMINIUM OXIDE
MEMBRANES FOR DRUG DELIVERY AND NEURAL TISSUE
ENGINEERING APPLICATIONS

ABSTRACT

With specific and controllable features, AAO membranes are unique materials
having wide range of biomedical applications from drug delivery to neural tissue
engineering.

The first part of this thesis is related to targeted drug delivery with multifunctional
composite SNTs. A template synthesis method that employs the whole interior
volume of SNTs for drug loading has been utilized. Upon targeting with FA,
multifunctional nanoparticles were created which showed extensive cytotoxicity
towards cancers cells (SK BR-3) compared with healthy ones (MCF-12A). A
prominent feature of SNTs is the greater extent of cell death with lesser effective
drug concentrations. The details of SNT fabrication, modification and
characterization as well as the viability studies with cancer and normal cells are
described. To characterize AAO membranes, SNT and FA modification of SNT
outer surface a variety of techniques involving SEM, TEM, FT-IR, XPS, Zeta
Potential Measurement were utilized.

The second part of this thesis proposes the investigation of CNM prepared from
AAO templates for neural tissue engineering applications by utilizing topographic,
electrical and chemical cues. In order to produce CNM, first AAO with ordered array
or nanopores having ~100 nm and ~300 nm pore diameter was synthesized by two or
one step anodization in different electrolytes. After characterization of AAO by
SEM, the membrane was coated with carbon PVD to obtain conductive CNMs. To
characterize CNMs; SEM, TEM, EDX, XPS and DC current/voltage sourcemeter
were used. The cell experiments are in progress which will compare the cell viability,
cell adhesion and neurite extension on bare AAO films and on CNMs with or
without electrical stimulus.

Key words: AAO, SNT, Cancer, CNM, Neuron.
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Calismanin Amaci

Nano herhangi bir 06lgii biriminin milyarda birini belirtmek icin kullanian ifadedir.
Biyolojik yapilar hiicresel bazda incelendiginde, pek ¢ok mekanizmann nano
boyutlarda  dizayn  edimis = molekiillerle  calstili  gorilir. Bu  sebeple
BIYOTEKNOLOJI ve NANOTEKNOLOJI uygulamalarmn bir arada yiiriitiildiigii

calismalar 6nem kazanmaktadir.

Nanoteknolojik cahismalarm 1959 da Richard Feynman tarafindan yapilan “Asagida
Daha Cok Yer Var”isimhi konusma ile basladigi kabul edimektedir. Feynman’dan
tam 15 yil sonra 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan bir makalede nanoteknoloji
Kelimesini  kullanmasiyla  gelisimi  ivme kazanan bu yeni, inter disipliner ve
gelismeye acik bilim, 21. yiizyilda wuzay teknolojisinden hastalklarm tedavisine
kadar birgok alanda kendine yer buldu. Hatta bugin giinlik yasantmizda o kadar
fazla triin nanoteknoloji kullanilarak {iretiimeye ya da hizmete sunulmaya basladi ki
cogu hikiimet nanoteknolojinin bilimsel olarak Oncelikli bir alan olmasmmn yannda
belli diizenlemelere tabi tutulmas: gerektigini diisiiniiyor.

Nanoteknoloji nedir sorusuna verilebilecek en basit yant maddenin bir boyutu 100
nm altinda olan malzemeleri inceleyen bilim dah olsa da nanoteknolojiyi tanimlarken
bu kadar dar diisinmemek gerektigine inaniyorum. Nanoteknoloji, bir malzemenin
atom atom, molekiil molekiil islenmesi, parcalanmasi veya tasmmasi ile ilgilenen,
elde ettigi verlleri msanoglunun en etkin bicimde kullanabilmesi i¢in dogru
mekanizmalart diger bilim dallarmdan da destek alarak tasarlamaya calsan Dbilim
dahdir.

Nanoteknolojinin  beraber ¢alsidigt bilim dallarmdan biri olan biyoteknoloji ise
canh ve cansiz bitin sistemlerden faydalanarak canllarm ekosistem i¢indeki

yerlerinin  korunmasmdan genetkk yapilarmmn incelenmesine kadar genis bir alam
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tarayan bilim daldr. Biyoteknolojinin ilgilendigi konulardan biri de hastaliklarm
canliya en az zarari verecek sekilde uygun tedavi yontemleri ile tedavi edilebilmesi
icin, gerek hiicresel bazda c¢ahsmalarla gerekse dogrudan hayvan ve bitki
kullanmmm  oldugu cahsmalarla desteklenen arastrmalardr. Bu asamada hiicre
zarmdaki reseptorlere ve  hiicre davramsma uygun olarak tasarlanan kanser
tedavisinde kullanllan nano ilag tastyicllar, sinr yenilenmesinde kullanlan nano
Ozellkli platformlar veya nano sensorler sayesinde hiicre {izerinde istenilen etkinin

olusturulabilecegi goriilmiistiir.

Bu cahsmada 21. yiizyila damgasm vurmasi beklenen nano ilag tastyicilarmn {iretimi,
karakterizasyonu ve kanser hiicreleri iizerindeki etkilermin incelemesinin yaninda
nano Ozellikli platformlarm {retilmesi, karakterizasyonu ve smir hiicrelerinin
hazirlanan  ylizeyler {izerindeki gelisimlerinin  incelenmesi  {izerinde ~ durulmaktadr.
Belirtilen amaglar i¢in {iretilen mekanizmalarm iretiminde temelde anotlanmig nano

porlu aliiminyum oksit yiizeyler kullanilmustur.

1.1.1. AAO membranlar ve ozellikleri

Anodik aliminyum oksit yiizeyler (AAO) vyiksek safliktaki aliiminyum tabakalarm
elektrokimyasal olarak  oksitlenmesi sonucu olusur.  Yiizyldan fazla siiredir
dekorasyondan medikal alana kadar pek ¢ok alanda kullanimlar1 arastwriimaktadir.
Son 10 yidr benzer Ozellkteki nano pargaciklarm tiretilmesi i¢in bu yiizeylerin nano
porlu ve diizenli yapismn kalp olarak kullanildigi cabsmalar yapimaktadr [1-5].
Bunun yannda, bu malzeme iizerine buharlastrma ya da Yizeyden uzaklastrma
yontemleri ile baska malzemelerin aktariimasi suretiyle elde edilen nanotiipler,
nanogubuklar, nano Ozellikli yiizeyler, nano noktalar ile yapilan ¢alismalar mevcuttur
[6-8]. Yiizeyler iizerindeki porlarm capi kullanilan asit tiirli, uygulanan voltaj degeri,
sicakhk ve elektrolitin derisimine bagh olarak 50-400 nm arasmda degismektedir.
Anodizasyon siiresine bagh olarak da membrann kalnhg1 kontrol edilebimektedir.
Por yogunlugu da yaklask 10%° por/em®*dir. Ticari amagla iretlen AAO vyiizeyler
yaklastk 60 pm kalnhkta 20, 100 ve 200 nm por capma sahiptir (Whatman
International, Maidstone, England) [9]. Ancak bu yiizeylerin swrali ve benzer
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Olmayan por yapilart c¢ahsmalarm tekrarh olarak yapimasm engelleyeceginden
nanobiyoteknoloji  arastrmalarmda  ticari  membranlar  kolay  kolay tercih
edilmemektedir. (Sekil 1.1-A) Bu sebeple yapacagmiz c¢alsmalar i¢in uygun por
diizen ve yapisma sahip AAO membranlar daha once belirtilen kosullar kontrol
altnda tutularak tretilmistir.(Sekil 1.1-B)

Sekil 1.1-B de gosterien AAO membrann elde edimesi i¢cin %99,9998 safliktaki
alimnyum mekanik olarak zmpara kagidiyla temizlendikten sonra derigsik asit
cozeltisi icerisinde 15 V voltaj altmda kursunun katot olarak kullamldig
elektrokimyasal siiregte parlatimaktadir. Ardindan istenilen por c¢apma bagh olarak
Al tabakalar asit ¢ozeltileri icinde belli voltajlar altmda sabit sicaklikta anodizasyona
tabi tutulmaktadwr. Anodizasyon siiresme bagh olarak kalnhk da kontrol
edilebimektedir. Diizenli porlara sahipp AAO membranlarm olusumu i¢in ¢ogunlukla
Masuda ve Fukuda tarafindan gelistirilen 1ki asamah anodizasyon teknigi
kullanilmaktadir [10].



PM Centr boratory

Sekil 1.1. A) Ticari olarak {iretlen AAO membranlarin (Whatman International), B)
laboratuvarda okzalik asit i¢inde kontrollii sekilde biiyiitilen AAO membranlarin
taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri.

Geleneksel iki asamali anodizasyon metodunda, ik anodizasyon asamasinda olusan
porlarm yapwisal diizenliligini ve ylizey iizerindeki daglimlarmmn homojenitesini
artrmak amaclanmaktadr. Ik anodizasyon sonrasi olusan oksit tabaka Krom (VI)
Oksit icerikli fosforik asit cozeltisi ile ¢ozildiiginde Al yiizey iizerinde porlarm
iZleri kalmaktadr. Bu izler birinci anodizasyon ile aym kosullarda gergeklestirilen
kkinci anodizasyon basamaginda por olusumunun baglama noktasit oldugundan

diizenli ve benzer por siralar1 elde edilebilmektedir.



Kontrol edilebilir fiziksel ve kimyasal ozellkleri ille AAO yiizeyler biyomedikal
uygulamalardan, sensor, filtreleme ve elektronie kadar pek cok alanda kullanima
sahiptir (Sekil 1.2). Bu alanlarm dismda AAO membranlar yakit pillerinde, gilines
pillerinde, molekiiller baglanma (junction) ve fotonk kristaller ile ilgili ¢ahgmalarda
giin gectikce artan bir ilgi ile takip edimektedir. Omegin, AAO tabanh metal-
yaltkan-metal (MIM) enerji depolama i¢in kullanilacak nanokapasitorler Banerjee
ve arkadaglart tarmdan gelistirilmistir [11]. AAO membranlarm genis alanlarda
tretiminin ~ kolayligt nedeniyle, giines pillerinde kullanmu da yaygmlagmaktadir.
Hupp ve ark. tarafindan yapilan ¢ahsmada atomik katman kaplama (ALD) metodu
ile AAO membranlar ZnO ile kapanmig ve genis alanlarda diizenli ve konformal
polikristalin bir film elde edilmistr. Bu malzemenin verimliligi %1,6 olarak rapor

edilmistir [12].
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Sekil 1.2. AAO membranlar ve kullanim alanlarinin sematik gosterimi [13].



1.1.2. AAO membranlarnin biyomedikal uygulamalan

Cizelge 1.1. AAO membranlarin biyomedikal ugulamalari. A)AAO membranlarin
tretimlerinde kalp olarak kullanildig1 ilag tastyic1 olarak kullnilan SNT ler [14]. B)
AAO membranlarin substrat olarak kullanildigr PC 12 hiicre hatlarmin gelisimininin

incelendigi bir gahsma [15]. C) Kemik hiicrelerinin AAO membranlar {izerindeki

gelisiminin incelenmesi [16].

7~ N

AAO Membranlarin
Biyomedikal Uygulamalari

\ _/
I Py
fla¢ Tasmmm Hiicre Biiyiitme

Bu tezin takip eden kisimlarinda anlatdlacak olan AAO membranlarm biyomedikal
uygulamalar1 son yillarda gittikce artan bir popiilariteye sahiptir (Cizelge 1.1) [13].
Bu uygulamalardan biri olan ve bu tezin ikinci kismmi olusturan ila¢ tasmmu son
yillarda nano boyutlu malzemelerin  kullannmma olanak  verecek dogrultuda
gelismektedir. Tlag taswyicilarla ilgili sorunlar incelediginde ilacn salmmu ve ortam
icinde lmith ¢Ozinlimi, ila¢ tastyicilarm yiizey modifikasyonlarma bagh olarak
seciciliklerimin ~ ¢ok  az  olmasit gbi elverissiz  farmakokinetik  durumlarla
karsilasimustr  [17]. Ilag taswyicilar arasmda nanoporlu ve nanotiip tastyicilar diisiik
maliyetl tretimleri, kontrol edilebilir por ve tiip boyutlar, kolay modifiye olabilen
yiizeyleri ile diger ilag tastyiclardan ayrimaktadwr. Elektrokimyasal proseslerle
tretilen ve ilag tasmmm i¢cin kullamlan pSi, TNT, AAO yiizeyler incelendiginde
mekanik ozellikleri, kimyasal olarak maktiflik, biyouyumluluk, kontrol edilebilir por
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capt ve hacmi ve kolaylkla modifiye edilebilen yiizeyiyle AAO membranlar ilag
tastyic1 olarak ciddi bir bigcimde ©6n plana c¢ikmaktadwr. Simovic ve ark. tarafindan
yapilan cahsma da AAO membranlarm kontrollii olarak ila¢ salmmmu i¢in kullanmu
plazma ile polimerlerin  membran agzlarma yerlestirimesi ile  saglanmustr. Bu
dizayna sahip membranlar kemik implantlarm da disik dozlarda ila¢ salnmu ile
tedavi igin  kullambhstr [18]. Bunun dismda kontrollii salmm mekanizmasi
gelistren bir diger grupta Jeon ve arkadaslardr. Iletken polimerler kullanlarak
gelistirilen ilag salmm mekanizmasmda akim varhgma bagh olarak ila¢ salmmm
gerceklesmekte ve  boylece hastanm  durumuna gére  dogru  dozda ilag
verilebilmektedir. Bu sekide ila¢ dozunun oOnemli oldugu migren, hormon
hastaliklar1 ve metabolik sendromlarla ilgii tedavilerde ilerlemeler kaydedilecegi
disiiniiimektedir [19]. Membranlar kalp olarak kullamlarak elde edilen nanotiipler
de ila¢ ve gen tasiyicist olarak degisik c¢ahsmalarda kullamimistr [20, 21]. AAO
membranlarm ila¢ tasmmmu uygulamalarmdan biri de kalp sentez metodu  [22]
kullanilarak ~ iiretlen SNT'lerdir.  Ilag/gen tasmmm  [23-25],  biyomolekiillerin
ayrigtirimasi [2], hiicre etiketleme [26] ve hiicre goriintileme [27] gibi birgok alanda
kullanimlar1 mevcuttur. Bu tiipler bir ucu kapah bir ucu acgik yapilaryla, i¢ ve dis
ylizeylerinin ayr1 ayrt fonksiyonel hale gelmesine izin veren iretim teknikleriyle ve
biyouyumlu kompozisyonlariyla ilag tasmmm c¢ahsmalart i¢in dikkat ¢ekici bir aday
olmustur.

Tezin dgiincii  kisminda  detaylandimilan  ¢alisma, AAO yiizeylerin  kullanidig
biyomedikal uygulamalarmdan biri olan doku miihendisligi ile ilgilidir. Ozellikle
kemik hiicrelermin dogal seramik yapist ile AAO yiizeylerin uyum gosterdigi tespit
edilmistr. Bu seramk yapmm 100 nm boyutlarmda ekstra diizenli organik ve
mineral fazlardan meydana geldigi disiiniiince, okzalik asit igerisinde biiyiitiilen
AAO membranlarm kemik hiicreleri ile olan uyumu daha iyi anlagimaktadr [9, 16,
28]. Ayrica kemik hiicrelerinin  AAO yiizeylerde amorf alimina, cam ve Al
ylizeylerden daha fazla gelisim gosterdigi de tespit edilmistir [9]. Kemik hiicreleri ile
yapilan  ¢ahsmalarm dismda sigan  kokenli n6ronal  hiicrelerle  ilgli  AAO
membranlarm modifikasyonuna dayanan ¢alsmalarda bulunmaktadr. Wolfium ve
ark. tarafindan yapilan ¢ahisma da AAO membran Poli-L-Lisin, ekstraseliler matriks
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jel ve konkanavalin olmak iizere 3 farkh tipte malzeme ile kaplanmug ve yiizeydeki
hiicre tutunumu incelenmistir. ECM  jelin bulundugu ortamda hiicrelerin ¢ok daha iyi
yapistigt gozlemlenmistir [29]. Prasad ve ark. tarafindan yapilan bir diger ¢ahsmada
ise Poli-L-Lisin ile kaplanmuis AAO membran elektriksel olarak aktif hale getirilmis
ve hiicrelerin elektriksel uyarmma bagh olan gelisimleri incelenmistir [30]. Ancak
literatirde sinir  hiicrelerinin - AAO membranlar {izerinde topografik, kimyasal ve
elektriksel faktorler agismdan es zamanh olarak incelenmesini konu edinen bir
calisma bizim bilgimiz dahilinde mevcut degildir.

Porlu oksit tabakalarm iiretimi icin literatiir incelendiginde elektrolit olarak siilflirik
asit, fosforik asit ve okzalik asitin kullaniddigi gdzlemlenmistir [10, 31-33]. Bu tezin
ik boliminde, okzalik asit kullamlarak tretlen membranlar kanser hiicrelerinin
giidiimlii olarak tedavisi ile ilgili ¢ahsmalarda kullamnustr. Ikinci bolimde ise,
okzalik asit i¢inde ftiretilen membranlara ek olarak fosforik asit kullaniarak {iretilen
AAO membranlar sinir-doku mithendisliginin - bir uygulamasmda substrat olarak
kullanil mistur.

Bunlarm dignda AAO membranlarm bir uygulamast da implant teknolojisi ile
ilgilidir. AAO membranlar nanotopografik yapilari nedeniyle bu tip uygulamalar
hiicre-materyal etkilesimini artrmak amactyla arastriimaktadr. Bunun yaninda
toksik olmayan yapilariyla da AAO membranlar hiicrelerm kolayhkla tutunabilecegi
uygun ylizeyler olduklarini gostermislerdir [16].



2.  KANSER HUCRELERININ SECIMLI OLARAK YOK EDILMESI
ICIN MULTI FONKSIYONEL KOMPOZIT SIiLIKA NANOTEST
TUPLERIN KULLANIMI

2.1. Giris

2.1.1. Kanser ve nano odlcekte ilag tasiyicilar

Normal hiicreler genel yasam dongiileri igerismde ne zaman ve ne miktarda
boliineceklerini bilirler. Ancak gerek genetik faktorlerin gerekse cevresel faktorlerin
etkisiyle bazi hiicreler bu yasam dongiisiiniin disma c¢ikar. Kontrolinii kaybeden bu
hiicreler asm sekide bolinmeye baslar ve kanserli dokuyu olustururlar. Metastaz
yapida denilen kanserli hiicreler bulunduklari dokudan ¢ok uzakta bile bolinmeye
devam edebilirler. Bu tip kotii huylu, kanserlesme gosteren hiicrelerin en temel
Ozellklerinden biride hiicre zarlarmda ortaya c¢ikan yapisal degisikliklerdir. Bu
yapisal degisiklikler dikkatle takip edilerek kanser hiicrelerinin se¢imli olarak yok
edilmesi miimkiin olmaktadir [34].

Hiicrelerin ~ zarlarmdaki  nanoboyutlu  biyomolekiilleri  taniyan — giidiimlii  nano
tastyicilarm  kullanmu ile ilgili arastrmalar devam etmektedir. Bu alanda metallerden
polimerlere kadar pek c¢ok malzeme fonksiyonel hale getirilip ilag tasmminda
kullanlabilmektedir [34, 35]. Yeni nesil tan-tedavi Ozellkli (teranostik) ilag
tastyicilar  kimyasal olarak fonksiyonel hale getirilerek adrese teslim pargaciklar
haline getirilebilmektedir. Bu asamada ilag¢ tastyiclar i¢cin karsmiza temelde 3 sorun
cikmaktadir.

1. Etkin dozda ilag konsantrasyonunun belirlenmesi.

2. Dogru  sekide  tasiyict  yiizeyinin  aktiflestirilmesi  ve  tani-tedavi
uygulamasinin dogru bicimde gerceklestirilmesi.

3. Hiicre ile etkilesime gegen tasiyic1 i¢indeki ilacin aktif bir bicimde salnmasi.



Son yillarda yaygmlasmaya baslayan ilag tastyicilardan bazlarn da silika tabank
porlu kiireler [36], porlu nonogubuklar [37] wve nanotiplerdir [1]. Kimyasal
modifikasyona izin veren yapilarmmn yaninda hiicreler icin toksik etki gdstermemesi
bu malzemenin ila¢ tagmminda yaygmlasmasmmn sebebidir. Yeni nesil silika tabanh
ila¢ tastyicillardan Dbiri olan silika tabanh nano test tiiplerin de (SNT) ilag tastyicilarn
yukarida bahsi gegen sorunlarma ¢oziim {retebilecegi dustiniimektedir. Charles
Martin ve arastrma grubu tarafindan gelistirilen bu malzeme [27] ayarlanabilir
hacmi ile yeteri miktarda ilag tasmmm yapabilme potansiyeline sahiptir. Bunun
yannda i¢ ve dis yiizeylerinin ayri ayr1 fonksiyonel hale getirilebiliyor olmasi ise
tanr-tedavi  ikilisinin es zamanh olarak yapilmasma olanak vermektedir. Bunun
yannda ila¢ salmmmm da kontrolli bir bigimde yapilabilmesi i¢in tliplern agizlar
nanokiire polimer kapakciklarla kapatilabilir. Aym grup tarafindan gelistirilen bu
caligma ile ilacin hastalkh dokuya varmadan salnmu engellenmis olur ve etkin ilag
konsantrasyonunun  minimizasyonu  saglanr [38]. Nano test tiiplerin agizlarmm
kapatiimasi ile ilgii bir diger ¢ahsma da altm nanokiirelerle Lee ve ark. tarafindan
yapimistr [39]. Bu calismada da ik defa, dis yiizeyleri FA ile modifiye edildikten
sonra, bu SNT ler metastaz kanser hiicrelerinde ¢ok daha fazla miktarlarda bulunan
FA reseptorleriyle [34] etkilesime gegecek sekilde kanserli hiicrelere glidiimlii hale
getirilmislerdir.

2.1.2. Sol-jel teknolojisi, yiizey sol-jel metodu ve silan kimyasi

Inorganik seramiklerle ve cam materyallerle 18. yiizyiin ortalarmda baslayan sol-jel
teknolojisi pek c¢ok yonden avantajlara sahiptir. Olusan yiizeyin yiksek saflik ve
homojenite degerlerine sahip olmasi, islemlerin cam eritme ya da seramik isleme
stireglerinden ¢ok daha diisiik sicaklklarda yapimasi ve kimyasal siire¢ sirasinda
farkh kimyasallarmda kolaylkla sisteme dahil edilebilmesi bunlardan bazlaridir
[40].

Sol-jel sentezlerinde ¢ozilebilir baslatict molekiiller koloidal pargaciklarm olusumu
icin hidrolize edilir (sol). Dahast bu reaksiyon sol partkiilleri arasmda bag

olusumuna neden olur ve jel olusur [41]. Sonrasmda jel sitilarak istenilen malzeme
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elde edilir. Koloit parcacklarm olusumu i¢in organometalik bilesikler baglatici
olarak kullamilir. Bu islem i¢in tetrametoksisilane (TMOS) wve tetraetoksisilan
(TEOS) gibi alkol-silan baslaticilar da kullamimaktadr [42, 43]. Alkol-silanlar su
varhgnda hidrolize olarak silanole doéniisir (2.1).  Sonrasmda silanoller arasinda
polikondenzasyon tepkimesi gerceklesir. Burada su kondenzasyonu (2.2) ve alkol
kondezasyonu (2.3) olmak iizere iki tir polimerlesme mekanizmasmdan bahsetmek
gerekir. Su kondenzasyonunda iki silanol birlesip ag¢iga su ¢ikarrken, alkol
kondenzasyonunda alkol agiga ¢ikar [44, 45].

R’3 Si-O-R + H,0 = R’3 Si-OH +R-OH .1)
R’3 Si-OH + HO-SiR’3 = R’3 Si-O-SiR’3 + H,0 2.2)
R’3 Si-OH + RO-SiR’3-» R’3 Si-O-SiR’3 + R-OH (2.3)

Kondenzasyon ve hidroliz es zamanh olarak ve kendiliginden gerceklesen
reaksiyonlardr. Iki ya da daha fazla fonksiyonel gruba sahip silanoller birleserek jel
formunu olusturur. Reaksiyonlarm kinetigini pek c¢ok faktor etkilemektedir [40]. Bu
faktorlerden bazlar1 sicaklk, elektrolit tipi ve konsantrasyonu, ¢oziiclii tipi ve
baslatici olarak kullanilan alkoksidin tipidir. Su miktar1 ve sicaklk arttikca jellesme
orani artmaktadr. Yiksek ya da disik pH'larda cahsilarak reaksiyon hizi
artrilabilir. Son olarak alkoksit gruplari uzun sire durdugunda reaksiyon hizi
diismektedir.

Hiperkritik veya ortam kosullart kullanlarak jel silkaya donistirtlebilir. Agiga
c¢ikan su veya alkol gaz fazmda kritk kurutma sicakhigma dikkat edilerek ortamdan
uzaklastrirsa jel agi stabilitesini korur ve diisik yogunluklu aerojel elde edilmig
olur. Eger smvi1 termal buharlastrma ile ylizeyden ani bir bigimde uzaklastrilirsa yapi
tizerinde catlaklar olusur ve bu yogun hemen hemen bosluksuz yapi xerojel olarak
adlandmrilir [40].
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Farkl sekil ve biiyiiklikteki materyaller elde etmek icin, ¢ozelti svm formdayken
(sol) kahp kullanma veya yiizey kaplama yapilabilir. Kalp sol i¢ine daldmrilarak
yizey kaplama yapilir daha sonra solun jellesmesi saglanir. Boylece kullamilan kalip
ile aym sekle sahip malzeme elde edilir. TiO2, ZnO, WO3, MnO;, C0304,V205 ve
SiO, nanotiipler [22, 41, 46, 47] bu yolla elde edilebilir. Literatirde sik¢a kullanilan
ve ana membran kalbm, olusan 1 boyutlu nanoparcaciklarm oOzelliklerini belirledigi

bu metoda kalp-sentez metodu denilmektedir [40].

Geleneksel sol-jel metodu kullanidignda nanotiiplerin  kalmlk ve morfolojik
yapilarmm kontrolliniin zor oldugu goriilmiistir [48]. Daha kontrolli ve kaliteli ince
film elde etmek i¢n katman katman yiizeye malzemenin kaplanmasmm uygun
oldugu gozlemlenmistir. Daha sonrasmda bu yontem yiizey sol-jel metodu (SSG)
olarak adlandmimustr. SSG teknigi iki farkh asamadan olusur. Bunlar, baslatici
molekiiin  ylizeye kaplanmast asamasi ve bir sonraki katmanmn ylizeye
baglanabilmesi hidroliz asamasidr. Ayrica ykama asamasmda da baglanmamis ya
da zayif baglanmis molekiillerin  yiizeyden uzaklastrilmas: saglanr [49]. SSG
teknigi ideal bir bigimde katmanlarm olusumunu kontrol etse de pratikte ik katmanmn
digerlerinden kaln oldugu gozlenmektedir [49, 50]. Bunun yaninda nanometre veya
sub-nanometre boyutunda kaplama kalnmhgnmn Kkontroline izin vermesiyle bu
yontem geleneksel yontemden ayriimaktadir [48].

Organosilanlar silikat aliminat ve borat gbi silisyum malzemelerle kovalent bag
kurabilirler.  1ki fonksiyonel grup barmdran, organosilanlarm genel formiilii
RnSiX(4-n) seklindedir. X hidrolize olabilen halojen, asiloksi, alkoloksi veya amin
olabilir. Hidroliz asamasmdan sonra reaktif silanol gruplar1 olusur. Bu gruplar diger
silanol  gruplarmn  kondenzasyonunu etkiler. Hidrolize olmayan radikal gruplar
sayesinde de Kkaplanan yiizeyde istenilen fonksiyonel gruplarm agikta kalmasi
saglanr. Bu fonksiyonel gruplara proteinler, floroforlar ya da genetik materyaller
baglanabilir [1, 2].
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2.1.3. Plazma Temelli Olarak Malzemenin Yiizeyden Asindinlmasi

Nanoteknoloji ¢alismalarmda Onemli kilometre taglarmdan biride yiizeyden nano
kalnhktaki malzemenin istenilen sekilde asmdrimasidr. Bu asamada iKi tip
yiizeyden asmdrma metodundan bahsedilebilir. iki kuru asmdrma digeri soliisyon
temelli asmdrma yontemidir. Kuru yontemlerin solisyon temelli yontemlere gore

daha kontrollii oldugu bilinmektedir.

Kuru ylizeyden kaldrma metodu ile kati yiizeyinden fizksel olarak iyon
bombardimaniyla, kimyasal reaksiyonlarla ya da hem kimyasal hem fiziksel olarak
gaz faznda malzeme kaldirilmasi miimkiindiir. Plazma temelli yiizeyden kaldirma
metodu iki Kkategoride incelenebilir. ik substrat ve plazmann aym vakum alanmnda
oldugu elektriki bosalma (glow discharge) digeri substrat ve plazmann farkh

ortamlarda oldugu iyon demeti (ion beam) yontemidir [51].

Fiziksel olarak agmdrma metodunda momentum transferi s6z konusudur. Enerjiye
sahip iyonlar (Ar") substrat yiizeyine carparak yiizeyden malzeme kaldrr. Bu
metotta secicilk ¢ok az oldugu icin izotropik olmayan yapilar elde edilebilir.
Kimyasal yollarla asmdrma metodunda segicilk fazla ve istenilen {riinin olusum
hizi yavas olsa da izotropik olan yapilar elde edilebilir. En onemli kuru asmdirma
teknigi reaktif iyon asmdrma metodudur [51]. Bu metotta yiiksek segicilik ve yiiksek
lrin olusum hizt fiziksel ve kimyasal metotlarm birlesiminin bir sonucu olarak

ortaya ¢ikmuistir.

Plazma, ortamdaki gazmn uygun sekilde ayrisarak notron, enerjik iyonlar, fotonlar,
elektronlar ve reaktif radikallere donustiigli yiksek enerjili elektrik veya manyetik
alandr [51]. Basit bir plazma reaktorii diisik basigta bir alan icerisinde paralel iki
elektrot icerir. Argon plazmada, elektronlar var olan elektrik alan icerisinde
hzlandirildiginda, gazm elektriksel bozunumu bu reaktdr i¢inde gergeklesir.
Argonun son katmanlarmda bulunan elektronlara transfer edilen Kkinetik enerjinin
notr Argon atomlarmdaki enerjiden fazla olmasi gerekir. Yeteri miktarda enerjiye
sahip elektronlar Argon atomlarma carptiklarmda son katmanlarmdan elektron
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koparrlar. Bu kopan elektronlar ikincil elektronlar olarak adlandwilr. Ikinci
elektronlarda diger uyarimamus atomlara ¢arparak bir iyon-elektron ¢i&1 meydana
getirir. Sonu¢ olarak, Ar gazmmn iyon ve kopan elektronlarmmn bir arada bulundugu

plazma durumu olusur. Bu asamada gaz mavi bir renk alr.

2.2. Ila¢ Tasiyicr Olarak Silika Nano Test Tiiplerin Uretilmesi, Biyokimyasal

Modifikasyonu ve Hiicre Hatlan Uzerindeki Etkisinin incelenmesi

2.2.1. Giris

Cesitli  bigimlerde fonksiyonel hale getirilebilen farkh sekillerdeki nanopartikiillere
malzeme mithendisliginden biyomedikal alanma kadar pek c¢ok alanda gittikge artan
bir ilgi vardr [52]. Bu partikiiller arasmda bir boyutlu yapilariyla silka nanotiipler ve
nano test tiipler (SNT) biyomedikal alanda bir malzemede aranlan kolay
sentezlenme, kolay modifiye olma, bosluklu geometrik yapi, disiik toksisite
degerleri ve smv1 icinde kolay dagilma gibi Ozellikleri biinyesinde toplanustir.
SNT lerin biyosensorler, biyomolekiil ayristirimasi [2], hiicre etiketleme [26], hiicre
tanima [27] ve ilag/gen tagmmm [23-25] gibi biyolojik uygulamalar vardr. Kisa
zaman Once, Sang Bok Lee ve cahsma arkadaslart SNT leri kullanarak kanser
hiicrelerinin  tedavisi lizerine ¢aligmalarmn  rapor etmistir [32]. Bu avantajlarma
ragmen, SNT'lerin ilag tastyici olarak kullanmu olduk¢a smirhdwr. Gergeklestirilen
bu c¢absmalarda da ilag yikleme stratejisi olarak yalnizca iyonik etkilesimler
kullanilmis bu da yetersiz yikklenme ve ani salmm gibi negatif sonuglar olusmasma

yol agmustrr.

Bu c¢alismada kalp-sentez metoduyla {iiretilen multi fonksiyonel SNT'ler ik kez ilag
tastyict olarak kullamimustr. Tiiplerin dig yiizeyi FA kaplanarak kanser hiicreleri icin
tiipler  ozgil hale  getirimistir.  flacm  direk  hiicrelere  verildigi  yiksek
konsantrasyonlu caligmalara nazaran, tiipler kullanilarak diisiik ilag

konsantrasyonlarmda hazirlanan Orneklerde kanser hiicrelerinde 6lim oram oldukca

yiksek ¢ikmustir.
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2.2.2. Deneysel gerec ve yontemler

2.2.2.1.Materyal

% 99,9998 safliktaki alimnyum, NHS wve 2,2-dietoksiasetofenon Alfa Aesar
firmasmdan; HEMA, PEG-EEM, AEM, trimetilopropanetoksilan triakrilat, florasan-
o-akrilat, DOX, APTES, EDC, n-hekzan Sigma-Aldrich firmasndan; okzalik asit
Acros Organic firmasindan; H3PO, BDH Polabo firmasndan; H;SO4, CrOs; Fluka
firmasmdan; SiCly, FA, EtOH ve IPA Merck fimasmdan; Mccoy's 5a W/O Serum,
PBS (pH 7,4), L-Glutamine, Dulb 0,11g/LL Na Pyr W/O L-Glut, Horse Serum,
DMSO, Trypan Blue Stain, Trypsin %0,25 EDTA, FBS, Penicillin Streptomycin
¢ozeltisi Invitrogen firmasmdan temin edilmisti. 18 MQ resistanstaki tip I

kalitedeki saf su Sartorius su temizleme sistemi kullanilarak elde edilmistir.
2.2.2.2. AAO membran eldesi

Nano porlu aliminyum oksit membranlarm eldesinde iki basamakh elektrokimyasal
anodizasyon metodu [10] kullandmustr. 10 cm? alana sahip 1 mm kalnhgndaki
alimmyum tabaka elektrokimyasal yOntemlerle temizlenmeden Once zmparalanp
yizeyde bulunabilecek organkk maddelerden kurtulmak amaciyla aseton ile
ykanmistr. 200 °C firmda 30 dakika boyunca kurutulan tabaka, elektrokimyasal
yontemlerle temizlendikten sonra, okzalik asit c¢ozeltisi icinde birinci anodizasyon
asamasma tabi tutulmustur. Bu asama sonucu olusan aliiminyum oksit tabaka asidik
CrO3 c¢ozeltisi icinde ¢Ozilmiis ve Dbirinci anodizasyonda cahsilan  kosullar
kullanilarak ikinci anodizasyon asamasi gerceklestirimist. Bu asamada aliiminyum
tabakanin her iki yiizimde de srah nanoporlu AAO membran olusmustur.

Anodizasyon siiresi olusacak membranm  kalnhgm etkilediginden SNT lerin

tiretiminde kalp olarak kullamlacak AAO membranlar ikinci anodizasyon asamasi 6
dakika olacak sekilde iiretiimis ve tiip boyunun yaklasik 0,7 pm olmasi saglanmustir.
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Elde edilen AAO membran silka nano test tiiplerin iretiminde kalp olarak
kullanibmustir.  Baglangic por ¢ap1 silika test tiiplerin yapmmu i¢in yeterli olmadigindan
porlar 25 °C de %5'lik H3PO4 c¢ozeltisinde bekletilerek por capr artirimustr.,
Taramah elektron mikroskobu (SEM) kullamlarak membranlarm karakterizasyonu
yapimustir.

2.2.2.3. SNT yapim

Aliminyum oksit membranlar kullanilarak iki farkh sol-jel yontemiyle SNT elde
edimistir. ik yontem geleneksel sol-jel yontemidir [38]. Bu yontemde, hacimce
50:5:1 orannda swrasiyla etanol, TEOS, 1 Mk HCI Kkarstwlarak ¢ozelti
hazirlanmistr.  Cozeltinin - hidrolizi igcin 30 dakika boyunca beklenimisgtir. Ticari
olarak edmnilen aliimnyum oksit membranlar ¢ozelti i¢ine 5 dakika boyunca
bekletildikten sonra membranlar 2 dakika atmosfer ortammnda, 3 saat boyunca da 180
°C firmda kurutulmustur. Silika kaplanmus membranlar 0,1 M NaOH ¢ozeltisi icinde
¢ozimmiistiir.  Santrifiij kullanlarak elde edilen tiipler Gazi Universitesi Yasam
Bilimleri Uygulama ve Arastrma Merkezi'nde bulunan FEI Technai Biotwin marka
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak goriintiilenmistir.

Ikinci yontem ise yiizey sol-jel yontemidir [53]. Bu yontem igin, iiretilen 93,43 + 2,1
nm por caph 700 nm kalnhgndaki membran kullanimistr. Bu yontem de silika
kaynag olarak SiCl; kullamimustr. SiCl; i¢inde 1 dakika bekletilen membran hizh
bir sekilde hekzan i¢cine almmustir. 1 dakika boyunca hekzanda bekletilen membran
yikama amagh ikinci hekzan beherine atimustr. Membran, 1 dakika sonra igiincii
hekzan beherine almmistr.  Bu asamaya kadar olan islemler azot ortammnda
gerceklestiriimistir. Uglincii hekzan beherinde 5 dakika bekletilen membran hacimce
2:3 oranindaki hekzan: metanol karismma atidnustr (1 dakika). Membran daha sonra
srastyla 2 dakika siireyle etanol, 5 dakika siireyle saf su ve 1 dakika siireyle metanol
icinde bekletimistir. Membran etanolde ve metanolde bekletildikten sonra azot gaz
ile kurutulmus ardmndan silka ile kaplanmis AAO membran 120 °C firmda 2 saat
boyunca tekrar kurutulmustur. Membrann yiizeyinde bulunan silka film Gazi
Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastrma Merkezinde bulunan SAMCO
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RIE-1C plazma sistemi kullanilarak kaldiridmustr [53]. Plazma kosullari 13.56 MHz,
140W, 20 Pa, Ar gazi akim oram1 = 8 sccm seklindedir. Membran, %5'lik H3POg4
¢ozeltisinde bekletilerek, por agwlarmm acimasi saglanmustr. Uzerine tiiplerin bagh
oldugu membran Bikent Universitesi-fUNAM da bulunan Quanta 200 FEG marka
taramah elektron mikroskobu (E-SEM) ile goriintiilenmistir.

Bu asamadan sonra tiiplerin dis ylizeylerinin karakterizasyonu ile ilgili ¢alsmalar
yapimustr. Tipleri AAO membrandan ayrmak i¢n, membran 0,1 M NaOH
cozeltisi icinde 4 saat 30 dakika bekletimistir. SNT ler polimer membran {izerine
filtrelenerek  birkag  kez su ve etanol ile ykanmistr. Gegirimli elektron
mikroskobunda (TEM) goriintileme yapabilmek igin polimer membran ftizerindeKi
SNT'ler etanol icine dagtimugtr. TEM gridleri iizerine tiiplerin bulundugu etanol
damlatilarak TEM i¢in 6rnek hazrlanp goriintiileme yapilmistir.

2.2.2.4. SNT lerin dis yiizeylerine amin ve FA modifikasyonu

Serbest haldeki ici bos SNTleri FA ile kaplamak icin EDC-NHS reaksiyonu
kullanilmigtr.  Bu reaksiyonun amaci, FA da bulunan karboksil gruplarmi aktif hale
getirmektir [54].

Reaksiyondan once tiiplerin ylizeyi amin ile kaplanmig ve silika tiiplerin normalde
negatif olan ylizeyi amin gruplari ile pozitif hale getirilmistir. Hacimce 18:1:1
(etanol: APTES : asetat tamponu (50 Mm, pH 5,2) ) oranlar1 kullamlarak belirtilen
¢Ozelti hazirlannustr. Hazirlanan ¢6zelti hidroliz igin 20 dakika beklendikten sonra
SNT lerin bulundugu c¢ozelti ik ¢ozeltiye ilave edilip amin modifikasyonu igin 80
dakika karistrma yapimistr. Son olarak yiizleri amin kaplanmig test tiipler polimer
membran iizerine filtrelenmigtir. Tipler 3 kere etanol, 2 kere su ile yikanip, polimer
membran iizerindeki ammn kaph tiipler 24 saat vakum firminda 40 °C kurutulmustur.

Yiizeylerini FA kaplamak icin yukarida bahsedilen prosediirle amin kaplannmis
tipler, 1 ml 10mM PBS (pH 7.4) i¢ine dagtimustr. Bir cam vial iginde 7,5 mg EDC,
2,25 gram NHS ve 3,025 mg FA 58,1 ml PBS [55, 56] i¢inde ¢ozilip, bu ¢ozelti
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FA'nn aktive olmast i¢cin 45 dakika oda sicakhgnda karstrimstr. PBS i¢indeki
amin kaph tiipler, kontrolli bir bicinde FA ¢06zeltisine aktarildiktan sonra, 3 saat
boyunca FA modifikasyonu igin Kkaristrma yapimustr. Ardndan c¢ozelti Afiltrelenip
ve 3 kere PBS ile ykanmustr. Tiiplerin karakterizasyonu FT-IR, XPS, Zeta
potansiyeli Olgiimleri ile yapildiktan sonra hiicrelere tutunum oram Ve sitotoksisite ile

ilgili cahsmalara gecilmistir.

2.2.2.5. SNT lerin jel ile doldurulmasi

Uretilen SNT'lerin  yiizeyleri hiicre  yiizeyindeki reseptorlere  uygun  olarak
kaplandiktan sonra igleri DOX igerikli jel matriksi ile doldurulmustur. DNA
enterkalasyonu ile hiicre Olimiinii tetkleme amach jel matrisine DOX ilave
edilmistir. Jel matriksi Cizelge 2.1 de belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 2.1.1la¢ tasmmnda kullanilan jelin formiilasyonu.

JEL ICERIGI FORMULASYON

HEMA 6.5 ml

PEG-EEM 90 ul TUP 1
Trimetiloilpropanetoksilat triakrilat 45 ul

AEM 75 mg

Su 450 l TUP 2
2,2-dietoksiasetofenon 150 ul

Isopropanol 300 pl TUP 3
Doksorubisin HCI 10 mg

Su 0,3ml TUP 4

Jel matrisi hazirlanirken tiip 1, tiip 2, tiip 3 ve tiip 4 swasiyla karstrimustr. Tiip 3 ve
tip 4 15k bozunumlu materyal icerdigi icin gerekli onlem alnmustr. Jel matriksinde
bulunan HEMA polimerin sismesinden ve ilag salmm mekanizmasimdan, PEG-EEM
boyut kontroline izin vermesiyle salmm hizm kontrol etmesinin yaninda hafif
hidrofobik ortamiyla DOX ¢Oziniirligiinii artrmaktan, AEM asidik ortamda jelin
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sisime oranmmn artmasmdan sorumludur. Bunun dismda 2,2-dietoksiasetofenon

fotobasaltic1 , su ve izopropanol ¢oziicli olarak jelin igerisinde bulunmaktadir.

Hiicre cahsmalart icin 5 farkh silika nano test tiip konfigiirasyonu ve buna ek olarak
da etken madde 3 farkh konsantrasyonda hazirlanmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. SNT konfigiirasyonlar1 ve etken madde konsantrasyonlari

Ornek kodu

Aciklama

Konsantrasyon

EM

Serbest DOX

2 pg/ml

0,2 pg/ml

0,02 pg/ml

SNT1

FA (-) Jel(-) DOX(-) SNT

2,9x10*° SNT/ml

0,610 SNT/m

0,06x10" SNT/ml

SNT 2

FA (+) Jel(-) DOX(-) SNT

2.9x.10'° SNT/ml

0,610 SNT/m

0,06.10"° SNT/ml

SNT 3

FA (+) Jel(+) DOX(-) SNT

2,9%10% SNT/ml

0,6x10'° SNT/ml

0,06x10'° SNT/ml

SNT 4

FA (-) Jel(+) DOX(+) SNT

2,9%10' SNT/ml

0,610 SNT/ml

0,06x10% SNT/m

SNT5

FA (+) Jel(+) DOX(+) SNT

2,9x10*° SNT/ml

0,6x10™ SNT/ml

0,06x10" SNT/ml
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Derisim hesaplamalar1 yapilirken jel icermeyen tiiplerin etkin konsantrasyonundaki
tip saywst dikkate almmustr. Cilinkii agrhk kullanlarak hazirlanacak derisimlerde
ciddi uygulama hatalar1 oldugu gdriilmiistir. Ornegin 2,9 cm? AAO nun kalp olarak
Kullanildigi jel igerigi olmayan tiiplerde toplam agrhk yaklasik 53 pg olurken
toplam tanecik sayist 2,9 X 10'° olmaktadrr. Aynm agrhg elde etmek i¢in jel igerikh
tipler kullanidignda kullandan AAO alam yaklagk 0,9 cn? olmaktadr ve tiip
sayisinda da % 68'lik bir azalma olmaktadwr. Tiip sayismndaki azalmaya bagh olarak
lac miktarmda da azalma goriilmektedir. Bu dezavantajdan kurtulmak amaciyla
konsantrasyon ¢alismalari birim alanda 10%° tane tiip oldugu disiiniilerek yapilmustr.
En biiyik derisim 2,9.10'° SNT/ml olarak almmustir.

Jel icerigi olmayan tiipler hazirlanrken ornekler direkt olarak 0,1 M NaOH igine
¢cOzlimiis ve belirtlen yontemle dis yiizeyin kaplamasi yapimustr. Jel igeridi
bulunan tiipler hazrlanrken ise Onceden bahsedilen yontemle jel hazirlanmistr.
SNT lerin bagh oldugu membranlarm tizerine 2 ml 6n polimer ¢ézeltisi eklenmis ve
3 saat boyunca 30 dakikada bir 5 dakika boyunca sonikleme yapilarak membran
tizerindeki SNT lere ¢ozeltinin etkin bir sekilde dolmasi ve nanoporlarm iginde
olusan hava kabarcklarmmn uzaklastirimasi saglanmistr. Bu asamadan sonra jelin
tipler icinde capraz baglanmasi i¢in hazrlanan her 6rnek 10 dakika UV ye tabi
tutulmustur. Uzeri jel kaph membranlar 24 saat karanhk ortamda su iginde
bekletiimistir. Boylelikle su ile jelin sismesi saglanmistr. Bu islemin ardindan jelin
fazla olan kismu yiizeyden siyriip, membranlarm arka yiizii epoksi ile kaplanmustir.
Epoksi kapl yiizey 24 saat oda sicakhginda kurutulmus ve jel icerigi bulunan
SNTlerin bagh oldugu bu membranlar %21°lik fosforik asit ¢ozeltisine birakilarak
tipler serbest hale getirilmistir. Yiizeydeki AAO'nun uzaklagmasi icin NaOH yerine
H3PO, kullanidmustr ¢linkii jel i¢inde bulunan ila¢ bazk ortamda bozulmaktadir.
Elde edilen tiipler filtrelenmis ve 2 kere distile su ile yikanmustr. APTES kaplanacak
tipler etanol ile ykanmis ve 1 ml etanol i¢ine dagtimustr. Jel ile ilgili islemlerin
karanhk ortamda yapilmasma 6zen gosterilmistir.
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2.2.2.6.Silika nano test tiiplerin SK BR-3 ve MCF-12A hiicre hatlan iizerinde

uygulanmasi

Cabsmann bu kismnda TOBB ETU'de iiretilen i¢i jelli kompozt SNT lerin
toksisite ¢absmalari Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastrma
Merkezi'nde Prof. Dr. Belma Ashm gozetiminde yapimistir.

SK BR-3 hiicre hattinin gelistirilmesi

DMEM igerisine %10 fetal bovine serum ve %1 antibiyotik katilarak hazrlanan besi
yeri icerisine alman hiicreler T-25 flasklara, 2x10° hiicre yogunlgunda alnarak
37 °C’de, %5 karbondioksitli etiivde gelistirimistir. Iki giinde bir flasklardaki
hiicrelerin besi yeri degistirilip %80 gelisim gosterdiginde hiicreler Tripsin-EDTA ile
kaldrilarak 96’k mikroplakalara her kuyuda 1x10* hiicre yogunlugu olacak sekilde
pasajlanmustir. iki giin sonra ise SNT ler hiicrelere verilip gerekli testler yapimustir.

MCF-12A hiicre hattimin gelistirilmesi

MCF- 12A hiicre hatt, DMEM icerisine %5 at serumu, 20 ng/ml insan epidermal
biytime faktori, 0.01 mg/ml bovine insiilin ve 500 ng/ml hidrokortizon katilarak
hazrlanan medya icerisinde, T-25 flasklara 2x10° hiicre yogunlugunda almarak
37 °C’ de, %S5 karbondioksit inkiibatoriinde gelistiriimistir. Bununla birlikte, iki
ginde bir besi yeri degstirimisti. Hiicreler, %80 gelisim gosterdiginde Tripsin-
EDTA ile kaldrilarak 96’Lk mikroplakalara her kuyuda 1x10* hiicre yogunlugu
olacak sekilde pasajlanmustr. Iki giin sonra ise SNTler hiicrelere verilip gerekli
testler  yapimustir. Hicrelerin  SNT ler uygulandiktan sonraki Olim oranlarm
gormek i¢in Tripan mavisi ile boyama, MTT testi ve kit uygulamalar1 yapimustir.

Tripan boyasi ile 6li hiicrelerin belirlenmesi
Olii hiicrelerin belirlenmesi igin tripan mavisi ile boyama yapimistr. Metoda gore

96’k plaklarda 1x10* hiicre yogunludu bulunan kuyucuklarm her birine
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konsantrasyonu ayarlanmis olan Orneklerden ilave edilerek 37 °C’lk % 5°lik CO2’li
etlivde, 16 saat bekletimistir. Sonrasmda Trypan boyasmdan 50 pl almarak her bir
kuyucuga ilave edimistir. 15 dakika 37 °C’lk CO2’l etiivde bekletimisti. PBS ile
ykamalar yapildiktan sonra her bir kuyuya 200 ul SDS konularak 590 nm’de ELISA
okuyucuda absorbans degerleri Ol¢tilmiistiir [57].

Hiicre 6liimii asagidaki formiil ile hesaplanmistur.

% OIum _ _ [Ortalama 0D kontrol—Ortalama OD ('jrnek] % 100 (2.4)

Ortalama OD kontrol
MTT yontemi

MTT yontemi, hiicre canlhigmmn belirlenebilmesi i¢in, indirekt olarak hiicre
biiyiimesi ve/veya hiicre oliimiinii degerlendirmeyi amaglayan hiicre kiiltlirii esasmna
dayanan bir testtir. MTT (3-4,5-dimetil- tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid),
canlt hiicrenin mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz ile koyu mavi formazan rengini

vermesini saglayan bir substrattir.

Bu ¢alismada Mosmann (1983)’m kullanmis oldugu yontem baz almmustr [58]. Bu
metoda gore 96’lk plaklarda 1x10* hiicre bulman kuyucuklarm her birine
konsantrasyonu ayarlanmis olan Orneklerden ilave edilerek 37 °C’lik CO2’li etiivde
16 saat bekletilmistir. Sonrasmda hazirlanmis olan MTT ¢ozeltisinden her bir
kuyucuga ilave edilerek 4 saat 37 °C’lik CO2’li etiivde bekletimistir. Sonrasnda 550
nm’de ELISA okuyucuda absorbans degerleri dlglilmiistiir [59].

Hiicre canhlig1 asagidaki formiil ile hesaplanmustir.

% Hiicre Canliligr = [ Ortalama 9D ornek ] x 100 (2.5)

Ortalama OD kontrol
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WST-1 kit yontemi

WST-1 Kit, canh hiicrelerin belirlenebildigi glivenilir bir testtir. 96’k plaklarda
1x10* hiicre bulunan kuyucuklarm her birine konsantrasyonu ayarlanmis olan
oreklerden ilave edilerek 37 °C’lik, CO2’li etiivde 48 saat bekletilmistir. Sonrasmda
10 ul kit igerisindeki maddelerle hazilanmus olan WST-1 karigimindan her bir
kuyucuga eklenmis ve mikroplaka orbital galkalayicida 1 dakika kadar bekletimistir.
Bu islemden sonra mikroplaka 2 saat boyunca 37 °C’lk, CO2’li etiivde mkiibasyona
brakidmustrr. inkilbasyon sonrasi tekrar orbital calkalayictya alnan plaka, 450 nm’de
ELISA okuyucuda degerlendirilmistir.

Hiicre canhlig1 2.5'te belirtilen formiile gore hesaplanmugtir.

2.2.2.7.SNT'lerin florasan boya ile boyanmasi ve hiicreler iizerindeki

tutunumlarimin incelenmesi

Hazrrlanan nanopartikiillerin, SK-BR3 g6giis kanseri hiicrelerindeki ve MCF-12A
saglkh gogiis hiicrelerindeki tutunumlarm incelemek amaciyla Florasan-iso  Siyanat
(FITC) boyast kullanmugtr. Amin aktif bu florasan boyann yiizeye baglamasi i¢in
ki farkh yontem izlenmisti. ik yontem, tiipler heniiz AAO fiizerinde baglyken
onceden de belirtlen metotla tliplerin i¢ yiizeyi amin kaplannustr. Bu asamadan
sonra membran etanol ile yikanmis ve 40° C de vakum firminda 1 gece bekletilmistir.
Amin kapl tiiplerin bulundugu membran Iml DMSO ve 1 mg FITC boyasmmn [60]
bulundugu bir ¢6zeltide bir gin boyunca karanlk ortamda bekletildikten sonra,
cozeltiden ¢ikarlan membran 10 dakika etanol i¢inde bekletilerek yiizeydeki boya
kalntilar1 uzaklastrimistr.  Son olarak membran 0,1 M NaOH icinde c¢ozilerek
tipler serbest hale getirilmistir. Filtreleme yapilp, polimer membran iizerindeki
tipler 2 kere su ve 1 kere PBS ile yikanip, tipler 1 ml PBS i¢cine dagtidmistr. Son
olarak hiicrelere verimeden ©nce partikiiller Gazi Universitesi Yasam Bilimleri
Uygulama ve Arastrma Merkezinde bulunan Leica DMI3000B marka florasan

mikroskop ile incelenmistir.
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Ikinci yontemde ise ik olarak 1,5 mg FITC 0,75 ml DMSO icinde ¢dzindii ve 5
dakika boyunca manyetik karistricida karstrilmistr. Bu ¢ozeltiye siire bitiminde 10
Wl APTES eklenmis ve karanhk ortamda c¢ozelti 1 saat daha karstiridmustr. Daha
once belirtilen amin kaplama prosediirinde APTES yerine bu ¢ozelti kullanlarak, 20
dakika aktiflesme siiresinin sonunda amin gruplart ile FITC de bulunan isosiyanat
gruplart  kovalent olarak baglanmasi saglanmustr. Konkav bicimde c¢ozeltiye
yerlestirilen tliplerin bagh olugu AAO membran 80 dakika boyunca karanhk ortamda
manyetkk  karigtrict  {izerinde  bekletimis ve silka gruplarmn amin-FITC il
baglanmas1 saglanmistr. Son olarak membran 0,1 M NaOH icinde ¢oziilerek tiipler
serbest hale getirilmistir. Filtreleme yapilip, polimer membran iizerindeki tiipler 2
kere su ve 1 kere PBS ile ykanmustr. Tipler, 1 ml PBS i¢cine dagtimustir. Hiicrelere
verilmeden Once partikiiller florasan mikroskop ile incelenmisti. Bu ydntem aym
zamanda dis yiizeyleri FA bagh tiipler i¢cin gerceklestirilmistir.

Hiicre iizerinde florasan parcaciklarm daha belirgin olmasi adma, cahsmann bu
kismnda 5 mikron uzunlugundaki tiipler belirtilen yontem kullanilarak florasan boya
le kaplanmustr. 5 mikronluk tiiplerin liretimi icin kalp olarak kullandan aliimmnyum
oksit membran ikinci anodizasyon agamasmnda 6 dakika yerine yaklasik 15 dakikada
bliyiitiimiistir. MCF-12A saglkh g6gilis hiicreleri lizerinde tutunum cahsmalar1 Gaz
Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastrma Merkezinde Prof Dr. Belma
Aslim gozetiminde yapinustr. Saglhkh hiicreler %35 at serumu, %10 fetal bovine
serum ve %] penisilin igeren DMEM besi ortaminda 37° C'de %5 CO>'li ortamda
gelistirilmistir.  Hiicre ortamn her giin  kontrol edilerek, giin asm1 besi ortamu
degistiriimistir. Flasklarda tam yayilma gosteren hiicreler Tripsi/EDTA kullanilarak
kaldrilmis ve saym yapildiktan sonra pasajlanmistr.  Hiicreler yeterli olgunluga
eristiginde tutunum deneyleri i¢in 6’k kuyucuklara almarak PBS i¢ine dagitilmis
floresan pargaciklar % orannda DMEM ile seyreltilerek hiicrelere verimigtir. 1
saatlk inkubasyondan sonra boya kalntismdan ve tutunmayan pargaciklardan
kurtulmak icin hiicreler 2 kez PBS ile ykanmstr. 1 mg/ml akridin oranj
cozeltisnden 3 ml almarak 97 ml PBS ile kargstrilmustr. Her kuyuya 20 ml bu
karisindan eklenmis ve 10 dakika inkiibatorde hiicreler bekletilmistir. Bu asamadan
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sonra floresan mikroskopla MCF-12A  hiicreleri  tizerine SNT'lerin  tutunumu
mncelenmistir.  Saglkh hiicre hatlarmdan sonra tutunum c¢ahsmalar1 kanser hiicreleri
ile yapilmak istenmis ancak mikoplazma sorunu ile karsilagilmustir.

2.2.3. Tarisma ve Sonuclar

2.2.3.1. AAO membran eldesi

Membranlarn baglangic por c¢apt SNT iiretimi i¢in yeterli olmadigndan membranlar
45, 50, 55 ve 60 dakika boyunca %5’lik H3PO4 igerisinde tutulmustur (Sekil 2.1).

Cizelge 2.3 de por caplan ile ilgili hesaplamalarin sonuglar1 gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. Image Jve Mathcad programlar: kullanilarak hesaplanan siire bagiml
por ¢aplar1 ve standart sapmalar.

MEMBRANIN %5 LiK H3PO,
COZELTISINDE TUTULMA POR CAPI STANDART
SURESI (DAKIKA) SAPMA

0 64,8 nm + 2,194

45 84,9 nm + 2,151

50 83,8 nm + 2,845

55 103,9 nm + 4,206

60 108,2 nm + 37,370
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Sekil 2.1. AAO membranlarin A) 0 dakika, B) 45 dakika, C) 50 dakika, D)55 dakika
ve E) 60 dakika %5'lik H3PO4 ¢ozeltisinde 25 °C de bekletilmesi sonucu alnan SEM

goriintiileri.
Yapilan por c¢api standartlastrma c¢ahsmalart sonucunda 52 dakika %5°lik H3PO4

cozeltisinde 25 °C de bekletimesine karar verilmistir. Ortalama por ¢apr yaklagk

93,43 £ 2,1 nm olmustur (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. AAO membranlarm 52 dakika %5’ lik HsPOj4 cozeltisinde 25 °C de
bekletilmesi sonucu alnan SEM goriintiileri.

2.2.3.2. SNT yapimm

Geleneksel sol-jel yontemi ile ticari AAO membranlar kullanlarak {iretilen tiiplerin
benzer yapida olmadiklari, birbirilerine yapisma egilimleri oldugu g6zlemlenmistir.
Ayrica TEM analizleri srasmda bu c¢alismada ihtiyag duyulan bosluklu yapmm ve
acik tiip agizlarinin bu yontemle elde edilemeyecegi goriimiistiir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Ticari olarak iretlen AAO membranlar kullanilarak hazirlanan SNT lerin
TEM goriintiileri.

Yiizey sol-jel yontemi ile iiretilen silika nano test tiiplerin birbirine benzer oldugu,

ackk agizh ve bosluklu yapida olduklari gozlemlenmisti. SNT lerin AAO membran
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tizerinde bagh iken c¢ekilen SEM goriintlileri tliplerin agizlarmn tamamen agik
oldugunu gostermigtir (Sekil 2.4). Bunun yanmda TEM goriintilerinde serbest
haldeki SNT lerin bosluklu yapida oldugu gozlemlenmistir (Sekil 2.5). FA
modifikasyonu cahsmalarmda yiizey Ozellklerine bakildignda daha kolay ve daha
ucuza yapilabilen ticari AAO tabanh SNT'ler kullanilmistur.

Sekil 2.4. SNT lerin bagh oldugu AAO membranin SEM goriintiisii.

p———— 500 nm

Sekil 2.5. Serbest haldeki SNT lerin TEM goriintiisii.
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2.2.3.3.Silika nano test tiiplerin dis yiizeylerine amin ve FA modifikasyonu

Iki farkh fonksiyonel grup barmdran APTES molekiilleri silan gruplari ile hidrolize
olarak yiizeye kovalent olarak baglanmustr (Sekil 2.6-A). Agikta kalan amin gruplar
FA'larm karboksilli asit gruplar1 ile birleserek yiizeyi kovalent olarak FA ile modifiye
etmigtir. Belirtilen kaplama yapilirken EDC-NHS reaksiyonlarmda faydalanilmustr  (Sekil
2.6-B). Bu kaplamalar sonrasi yiizey karakterizasyonu FT-IR, Zeta Olgiimleri ve XPS
kullanilarak yapilmistir.

A NH, NH; NH,
NH;

Hydrolyze

P
_ i -
P —OCH,CH;  —f-o0—si—o—si—0-} —-0—8i—0—Si

i—0-}
CHyCH,0O OCH,CH
o e OH H Cure o ‘-|,
— | |
i ™ I
[ ]
Silica Pore Wall
B
R__O T”s
N AN 0
OH = ~ X
o~ 2C H~on, HN—R' L R
Carboxylic Acid L:CR EDC R™ "N
arooxylie Act Primary Amine H
Containing Molecule Amide Bond
Formation
. 50,Na
HO-N
i]/ SO Na o
O Sullo-NHS 0O S0 Na
i J
A R” >0
Q Q 5
)\ H.CH O Sufo-NHS
HC SN SN Sulfo-NHS Ester
? ) Intermediate
o-Acylisourea CH,

Active Intermediate

Sekil 2.6. A) Silika yiizeyin NH; ile kaplanma prosediirii [61] B) NH, kaph tiiplerin FA
ile kaplanma prosediirii [54].
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Zeta potansiyeli olciimleri

Yikli bir parcack polar bir ¢ozelti igine atildiginda etrafim aksi yiikteki iyonlar
sarar. Stern tabaka olarak adlandmilan bu katmanmn etrafinda kayma diizlemi denilen
merkezdeki parcacikla hareket eden bir katman daha vardr. Bu katmann digmda ise
iyonlar serbest halde hareket edebilir. Zeta potansiyeli, kayma diizlemindeki elektrik
potansiyeli olarak adlandilabilir [62]. Silika test tiiplerimizin baslangigta negatif bir
zeta potansiyeline sahip oldugu ve kaplama asamalari srasnda yiizey yiikiiniin
degistigi dikkate alnwsa, kaplamalarm karakterizasyonu i¢in zeta potansiyeh
Olctimlerinin yapimasmin uygun oldugu goriiliir.

Omnekler, 1:9 orannda 10 mM NaCl ile seyreltilerek 1ml'lk kismu polimer kiivetler
icine konularak Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastrma
Merkezi'nde bulunan Malvern-NanoSizer DLS cihazi ile olgiimler alnmustr. Orek
hazirlama asamasinda kiivet icerisinde hava kabarciklarmm kalmamasma dikkat
edimistir. Ol¢iim icin uygun sicakhk 25 °C olarak belirlenmistir. Her &rnek icin
Olcimler 3 kez tekrarlanmistr. Alnan Ol¢iimlerin ortalama ve standart sapma
degerleri hesaplanmustr. Kaplama bulunmayan SNT lerin  negatif zeta potansiyeli
notral pH ortammnda deprotone olmus silanol gruplarmm bir sonucudur. Yapilan
Olcim sonucu, negatif yiikli silika yiizey amin ile kaplandiktan sonra pozitif yiikli
hale gelmis oldugu goriilmiistir. Tiip ylizeyleri ammn ile modifiye edilince
beklenildigi gbi primer ammnin yiksek pKa degerine bagh olarak yiizey yiikii
artmugtr  [38]. FA kaplama reaksiyonlarmdan sonra tekrar agiktaki negatif silanol
gruplari sayesinde net yiizey yikii negatif hale gelmistr [63]. FA kaplamasi
gerceklestikten sonra yiizey yikii tekrar negatife doner c¢linkii amin gruplart amid
formuna doniisiir ve yiizeyin neredeyse tamamu FA ile kaplanrr [64].
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Cizelge 2.4. SNT lerin Zeta Potansiyeli 6lgtim sonuglari.

SNT NH2-SNT FA-NH2-SNT
-36.8 £2.30 mV +51.9 £ 0.75S mV -40.7 £2.00 mV

Fourier doniisiimlii kizlotesi spektroskopisi (FT-IR)

FT-IR spektroskopisinde ¢esitli molekiiller i¢cin grup analizi yapir. FT-IR de asi
ama¢ bir Dbilesigin  yapism incelemek ve yapismda gergeklesen degisimleri
gozlemlemektir. Bir  molekiilin, IR 1smasmi  absorblayabilmesi i¢cin  dipol
momentinin degismesi gerekir. IR nin frekanst ile molekiiliin titresim frekanst esit
oldugunda absorblanma gerceklesir. Kaplama yaptigmiz yiizey de spektrumun farkh
bolgelerinde yiizeye baglanan fonksiyonel gruplari her asamada ayr ayri tespit
edebilecegimizden, FT-IR KBr Pellet ile yiizeyin kimyasal karakterizasyonunun

yapiimas1 uygun bulunmustur.

5 um uzunlugundaki SNT ile yapilan FT-IR c¢alismasinda, silika yiizeyine baglanan
fonksiyonel gruplarn analizi Gazi Universitesi Fen Fakiiltesinde bulunan Mattson
1000 marka FT-IR cihazr kullandarak yapimustr. Her ¢ malzemenin de IR
spektrumlart incelendiginde, 1083 cm™ de goriilen pikin Si-O bandma ait oldugunu
gozlemlenmistir. Amin kaph tiiplerin IR bandi incelendiginde ise Si-O pikine ek
olarak 1562 cm* de NH- grubuna ve 2920 cm* de APTES kaynakh -CH, ve -CHs
gruplarma ait titresimlerin oldugu gozlemlenmistir [65]. Son olarak FA bagh tiipler

incelendiginde ise 1514 cm™ve 1406 cm™ degerlerinde fenil ve piterin halkasma ait
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piklerin oldugu gozlemlenmistir (Sekil 2.7). Elde edilen veriler dogrultusunda
yiizeye FA'nn dogru bigcinde baglandig1 gozlemlenmistir [63].

e N~ MM

v

Gecirgenlik (%)

. ] L 1 L I 4 1 L || L T L |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga Boyu(cm 1)

Sekil 2.7. SNT lerin FT-IR spektrumu. & SNT, ® NH,-SNT, # FA-NH,-SNT.

X-smm fotoelektron spektroskopisi (XPS)

Yiizey analizinde kullamlan XPS temelde yiizey atomlarmmn i¢ kabuklarmda bulunan
elektronlarm fotoelektrik olay sonucu uyariimasma dayanr. Uyariima sonucu olusan
fotoelektronlarm  kmetik  enerjilerinden, Emsten prensibince baglanma enerjileri
hesap edilebilir. Sonug¢ olarak da ylizey hakknda nitel ve nicel bilgi verebilen
spektrumlar elde edilir.

Bilkent UniversitesiFUNAM da bulunan K-Alpha, Thermo Scientific marka XPS
cihazn kullanilarak tiiplerin  yiizeylerine baglamis oldugumuz fonksiyonel gruplarn
analizi yapimustr. Origin  programindan elde edilen Gausian denklemi, Mathcad
programmda diizenlenerek azot kaynaklart hakkinda detayh bilgi veren grakfikler
cizilmistir (Sekil 2.8). Bu analiz sonucu olusan spektrumlar incelendiginde amin

33



kapl SNT'lerde APTES kaynakh primer amin azotu goriilirken, FA kaph SNT lerde
APTES kaynakh primer aminin azotu yanmda FA kaynakh sekonder aminlerin
azotuna da rastlanmistr. NH-SNT lere ait 399 eV deki pik tek bir Gausian egrisi ile
gosterilmistir  (Sekil 2.8-B). Diger yandan, FA-NHy-SNT'lere ait iki ayr1 egri
cizdirimistir. 397 eV de tespit edilen pik amid fonksiyonel gruplarmdaki azota ve
N=C denk gelirken, 399 eV de tespit dilen pik primer amine karsiik gelir (Sekil 2.8-
C) [66].
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A SNT
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Sekil 2.8. SNT lere ait XPS spekturumu. A) Genel XPS analizi sonuglar, B) APTES

kaynakh azot piki ve bu pikin fit egrisi, C) APTES kaynakli azota ek olarak, FA
modifikasyonu sonrasi olusan ikincil amin kaynakh azot piki ve bu pikin fit egrisi.
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2.2.3.4. SNT lerin jel ile doldurulmasi

Alkalin ortamda (pH=7,6) yasammu siirdiren saghkh hiicreler, g¢evre ve genetik
faktorlerin etkisiyle asidik ortamda yasama yetisi kazanr. Bu ashnda doku iizerinde
birkmis toksik maddelerin hiicre DNA'sma zarar vermesi ile ilgili bir durumdur.
Cogu zaman ortamm pH degeri degistiginde hiicreler Olir. Ancak bazen malign
denilen kanserli hiicre tipleri bu asidik ortama ayak uydurur ve kontrolsiiz bicimde
boliinmeye baglar. Bunun yaninda kanser hiicreleri yasam faaliyetleri sonrasi ortama
laktik asit salglar ve asidik ortam varhgm kanser hiicreleri yok olana dek siirdiiriir
[67]. Bu sebeple SNT lerle ilag salmmu gahsmalari yapilirken asidik ortamda ilacm
salmmasmm saghkh hiicreleri koruma adma bir Onlem oldugu diisiiniilmiistiir.
Dolayssiyla jel matriksi hazrlanrken diisik pH degerlerinde ilag salmmu yapmasi
icin O6zen gosterimistir. Bu amagla jel matriksi hazirlanrken baz igerisinde salnmm
az, asit ortanu icerisinde salmmu fazla olan AEM maddesi eklenmistir. Aym
zamanda ilag salmmu icin  polyHEMA'nn su igerisinde sisme mekanizmasi

kullanilmistir.

flacm ¢oziniirligiinii artrmak icinde ortama PEG-EEM eklenmisti. UV aktif capraz
baglayicilar  (Trimetiloilpropanetoksilat triakrilat) kullanilarak da jelin tiip igindeki
stabiltesi saglannmustr  (Sekil 2.9). Baslatici olarak da 2,2-dietoksiasetofenon
kullanilmastir.

Sekil 2.9. Jel dolu SNT lerin TEM goriintiisii. Cap 123 £+ 14 nm, boy 820 £ 99 nm.
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DOX DNA'nn ikili sarmal yapism bozarak kanser hiicrelerinin yok olmasmnda
gorev aldigndan esasmnda disik dozlarla c¢ahsimast uygundur. Ciinkii yiiksek dozlar
kanser hiicrelermin ila¢ direncini artrmasmm yaminda, saghkh hiicrelere zarar
verebilir. Tiplerin icini dolduran jel yapisinda asidik ortamda daha ¢ok salmabilecek
DOX igermektedir ve bu salmmm bir sonraki kisimda anlatidig {izere hiicre
oldirmede etkin oldugu gorilmektedir.

2.2.3.5. SNT lerin SK BR-3 ve MCF-12A hiicre hatlan iizerinde uygulanmasi

Calsmada kanserlesmis SK BR-3 ve saglkli MCF-12A olmak fiizere iki farkh hiicre
hatti kullandmustr. Hiicre hatlar1 ile 1ilgili cahsmalarda once etkin ve daha kesin
sonug veren sitotoksisite testinin segilebiimesi i¢cin cahsmalar yapimustr. 3 farkh test
kullanilarak hiicrelerin ilagh tiiplerle etkilesimleri sonrasi 6lim oranlar1 incelenmis
ve elde edilen veriller dogrultusunda secilen test ile sitotoksisite c¢aligmalart
yapimustr. Tripan boyast ile boyama, MTT Testi ve WST-1 Kiti kullanlarak
sitotoksisite gahsmalar1 i¢in uygun yOntem bulunmaya c¢absimustr. Serbest ilag
kullanilarak yapilan testlerde yiiksek dozda (200ng/ml) bile diisik Olim oranlari
veren tripan boyasi ile boyama ve MTT Test teknikleri caligsma i¢in uygun
bulunmamustr. WST-1  kiti  ile c¢ahsilarak  sitotoksiste  deneylerinin  standart
prosediirler {izerinden kolaylkla yiiriitiilebilecegi gortlmiistir (Sekil 2.10).

120
100 -
v 80 -~
- W 0.2 ug/ml
2‘ 60 -
< 0.02 pg/ml
O 40 -
M 0.002 pg/ml
20
0

Tripan Mauvisi MTT Testi

Sekil 2.10. SK BR-3 hiicre hattt lizerinde farkh testler kullanilarak DOX ile yapilan
sitotoksisite c¢ahsmalari.
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SNT'lerle yapilan deneylerde konsantrasyon araligm belirleyebilmek icin literatiir
mcelenmis ve ~50 pg/ml tiip konsantrasyonu en yiiksek konsantrasyon olarak uygun
goriilmiistiir [68]. Calsmann bu asamasmda FA kaplh SNT 2 6rmegi ve MCF-12A
hiicre hattt  kullamhistr. Burada amag, sitotoksik olmayan maksimum ilag
icermeyen  tip  konsantrasyonunun  tespitidi. ~ Tiplerin  toksikk  etkisinin
minimizasyonu ile beraber ila¢ igerikli tiiplerle yapilacak deneylerde sadece ilacmn
toksik etkisinin  gOriilmesi amaglanmustr.  Literatiirin - aksine [68], yapilan ik
calymalarda 24 saat mkiibasyon siiresinde 53 pg/ml tiip konsantrasyonu ile yapilan
gdz ardi edilebilecek bir 6lim oram ile karslasimustr. Inkiibasyon siiresinin hiicre
Olimleri i¢in yeterli siireyi karsilamadig distiniilerek bu silire 48 saate uzatimustir.
Bu artisla beraber hiicre canlilk oram %97 + 2,8 den %92 + 2,3 e diismiistiir (Sekil
2.11). Bu degerin lizerindeki konsantrasyonlar incelenmemistir  ¢iinkii  tiip
sitotoksisitesinin  lacm  etkisini  gblgelemesi istenmemektedir. Ayrica, bu c¢ahsma
oncesinde 53 pg/ml konsantrasyonunda FA kaplama yapimus tiiplerin  kullanildid
yiiksek hiicre canliligr ile ilgili bir ¢alismanin rapor edimedigi goriimiistiir.
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Sekil 2.11. MCF-12A hiicre hatlar1 ile WST-1 Kit kullanilarak inkiibasyon siiresine
bagh olarak gergeklestirilen sitotoksisite ¢ahismalari. Bu cahsmada 53 pg/ml
konsantrasyonunda SNT 2 6rnegi kullanilmustir.

Benzer bir problemde ilag igerikli jel ile doldurulmus SNT'lerde yasannmustr. 48 saat
inkiibasyon siiresi ve ilag varhgma ragmen hiicrelerin canhlk oranmm %93 ten fazla
olmasi hazrlanan jelin iki asamal modifikasyona tabi tutulmasi ile asinustr. Ilk
asamada polimer matriksi icindeki ilag konsantrasyonu artwimustr. ikinci asamada
polimer matriksindeki capraz baglayict konsantrasyonu azaltimustr.  Yeni olusan jel
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formulasyonu eski ile karsilastrmah olarak Cizelge 2.5 te verimist. Bu
degisiklikler sayesinde hiicrelerin 6lim degerleri mantkkli bir ¢ergceveye oturmustur.

Cizelge 2.5.1la¢ tasmminda kullamlan jelin eski ve yeni formillasyonu. (% V/V
Hacimce yiizde, * % W/V Hacimde agrlik¢a yiizde).

FORMULASYON | FORMULASYON

JEL ICERIGI ESKi YVENI
(% VIV,* % W) | (% VIV,* % WIV)

HEMA 76,06 82,96
PEG-EEM 1,14 1,15
Trimetiloilpropanetoksilat
triakrilat 570 0,58
Su 11,40 9,57
2,2-dietoksiasetofenon 3,80 3,83
Isopropanol 1,0 1,0
AEM™* 1,90 1,91
DOX* 0,12 1,28

Ilag icerikli tiipler FA ile modifiye edildiginde etkin bir bicimde meme kanseri
hiicrelerini  ldiirmiistiir. Kanser hiicreleri i¢in bu partikiillerin 6ldiirme oram O6nemli
Olciide yiiksektir. Saghkh hiicrelerde  canhlk degerlerinn diismesi az da olsa
yiizeylerinde barmdrdiklari FA reseptorleri ile agiklanmaktadr [69]. Ilac icerikli jel
yikli SNT'lerin yiizeyinde bulunan FA kaplamanm, hiicre — partikiil etkilesimi
artirdi®t  dolaysstyla da  saghkh  hiicrelerde  belirtlen Olimlerin  gerceklestigi
goriilmiistir. Olim orannm kanser hiicre zarlarmda artan FA reseptdrlerine bagh
olarak kanser hiicrelerinde daha fazla oldugu gozlemlenmistir [36]. Ayrica pH
duyarh olarak hazrlanan jel matriksin de kanser hiicrelerinin asidik ortammnda daha
iyt salndig dolayisiyla da kanserli hiicrelerde O6lim oranmmn saghkh hiicrelere gore
daha yiiksek c¢iktigt goriilmistiir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Kit ile yapilan sitotoksisite ¢alismalarina gore A) SK BR-3 ve B) MCF-

12A hiicre hatlarinin canlilik oranlar.. SNT 1= FA(-) Jel(-) DOX(-) SNT ler, SNT 2=

FA(+) Jel(-) DOX(-) SNT ler, SNT 3= FA(+) Jel(+) DOX(-) SNTler, SNT 4= FA(-)
Jel(+) DOX(+) SNTler, SNT 5= FA(+) Jel(+) DOX(+) SNT ler. (*P<0,05)
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Sekil 2.12 de
gosterilmistir.

gosterilen canhlk  degerlerinin

sayisal

degerleri

Cizelge

2.6

Cizelge 2.6. Kit ile yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda A) SK BR-3 ve B) MCF-12A
hiicre hatlarmin canhlik degerlerini sayisal olarak gosterimi ve standart sapmalar.

A

KONSANTRASYON | 2,9E+10 SNT/ml 0,6E+10 SNT/ml | 0,6E+9 SNT/ ml
SNT1 98 + 0,5 99+1,2 100+ 1,3

SNT 2 98,3+ 0,7 100+ 0,1 100+1,2
SNT3 99,5+2,6 100+ 1,3 100+ 0,1

SNT 4 89,9+ 1,2 91+0,7 92,7+0,7
SNT5 48,3+ 2,7 781+14 92,7+3,7

B

KONSANTRASYON | 2,9E+10 SNT /ml 0,6E+10 SNT/ml | 0,6E+9 SNT/ml
SNT1 93+28 95+2,1 % +14

SNT 2 92,3+2,3 924+1,1 93,8+1,3

SNT 3 954+3,8 96,2+0,1 97,1+33

SNT 4 90,6 £2,0 92,1+1,7 948+ 1,7
SNT5 70,6 £5,8 82+3,1 93,7+3,2

Kit kullanlarak yapilan sitotoksisite caligmalarmi desteklemek amaciyla, SNT 4 ve
SNT 5 oOmeklerinin kullanildigi ¢ahsmalarda apoptotoik indeks degerleri Olgiilmstiir.
Her iki hiicre tipide 48 saat iki farkh konsantrasyonda tiiplerle inkiibe edilmis ve ¢ift
boyama protokolii [70] izlenerek Hoechst veya Propidium Iodid boyalar ile boyama
yapimustr.  Apoptotik indeks degeri belirli alandaki apoptotik hiicre sayismmn toplam
hiicre sayisma oram ile tespit edilmistir. Sekil 2.13-A'da gosterilen florasan
mikroskop goriintlilerinde parlak mavi apoptotik hiicrelere, soluk mavi canh
hiicrelere ve oranj nekrotik hiicrelere karsik gelmektedir. Ayrica apoptotik indeks
degerleri de Sekil 2.13-B'de gosterimistir. Saghkh hiicrelerle karsilastirildiginda
kanser hiicreleri sitotoksisite cahsmalarma paralel olarak daha yiiksek apoptotik
indeks degerine ulagmustr. Ayrica tiip konsantrasyonuna bagh olarak apoptotik

indeks degerinin de arttig1 gdzlemlenmistir.
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Sekil 2.13. A) SK BR-3 hiicre hattma ait normal, apoptotik ve nekrotik (ek resim)
hiicrelerin florasan mikroskobu goriintiileri. B) SK BR-3 ve MCF 12A hiicre
hatlarina ait SNT 4 ve SNT 5 6rneklerinin iki farkh konsantrasyonda kullanildig1
apoptotik indeks cahgmalarinin sonuglari.

2.2.3.6. SNT'lerin florasan boya ile boyanmasi1 ve hiicreler iizerindeki

tutunumlarimn incelenmesi

SNT lerin i¢ ve dig yiizeyleri birbirinden bagmsiz olarak kimyasal olarak aktif hale
getirilebilir. Malzemenin bu 6zelliginden yararlanarak i¢ yiizey florasan boya ile dis

yizey FA il kaplanmstr. Boylece hiicre yiizeyinde kiiltiir ortaminda yikama
yapildiktan sonra tutunabilen tiip miktar1 gozlenmeye cahsimustr. Saghkh hiicrelerle
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yapilan deneylerde FA ile dis yiizeyleri kaplanmis olan tliplerin yiizeye daha fazla
tutundugu  gézlemlenmisti. Bunun yannda yeterli kalitelide florasan goriintiileri
almak amaciyla tiiplerin i¢ yiizeyi iki fakli yontemle boyanmustir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. Florasan mikroskopta SNT lerin goriintiileri. A) I¢ yiizeyi amin kaph

SNT'lerin uzun siireli florasan boya igerikli karisim i¢inde bekletme sonrasi , B)

Amin aktif hale getirilen florasan boyanm SNT'lerin i¢ yiizii ile kisa siire i¢inde
etkilesime girmesi sonrasi ¢ekilen florasan mikroskop goriintiileri.

Florasan mikroskop goriintiileri incelendiginde kisa siire iginde amin aktif florasan
boya ile yapilan c¢aligmanmn hiicre tutunum deneyleri i¢in uygun olduguna karar
verimistir. ik uygulamada amin gruplari siire bagmh olarak amid forma doniistiigii
igin boyann baglanamadig1 diisiiniilmektedir. Ikinci metotta amin aktif hale getirilen
boyann kisa sirede membranla etkilesime sokulmasi sonucu daha kaliteli goriintii
elde edildigi goriimiistiir. Incelenen omeklerin degisik alanlarmda yapilan taramalar
bu sonucu dogrular niteliktedir.

FA reseptorlerine kanser hiicrelerine nazaran c¢ok az miktarda da olsa saghkh
hiicrelerde de rastlanr [71]. Calsmamizn bu asamasmda bahsedilen bilgiyi
kullanarak FA bagh tliplerin kanser hiicreleri ve saglkh hiicreler {izerinde
tutunumunun  incelenmesi  amaglanmistr.  Ancak saghkl hiicrelerde kaliteli goriintii
elde edilemediginden ve kanser hiicrelerinde de mikoplazma sorunu ile

karsilasildigindan bu cahsma tamamlanamamistir.
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3. SINIR DOKU MUHENDISLIGI iCIN KARBON NANOYAPILI
MEMBRAN KULLANIMININ ARASTIRILMASI

3.1. Giris

3.1.1. Sinir hiicrelerinin yapis1 ve yenilenme mekanizmasi iizerine yapilan

calismalar

Canli bir hiicrenin temel Ozelliklerinden biri, her hiicreye 06zgli olmak sartiyla,
cevreden gelen uyarilara tepki verme ve bu tepkiyi iletmedir. Bu 6zellifin oldukca
gelismis oldugu noronlar canh viicudunda farkh yapr ve gorevleri ile diger hiicre
gruplarmdan  kolaylkla ayirt edilebilen hiicre gruplaridr. Canh viicudunda diger
biitiin doku ve organlar arasmdaki iletisimi bu hiicreler saglar. Sinir hiicreleri ve bu
hiicrelere desteklik saglayan glia hiicreleri ekdotermden farkllasan noroektoderm
tarafindan tretilir ve sinir doku olusur. Sinir hiicreleri gelisirken embiryonik asamada
ulasabilecekleri  maksimum  erginlige  ulastiklarmdan  olgunluk  déneminde  bu
hiicrelerde  bolinme gorilmez. Ozellikle santral sinir sisteminde olusan derin

yaralanmalarin bu sebeple tedavisi oldukca giictiir.

Sinir  hiicreleri yapisal olarak incelendiginde temelde 4 kisimdan olusurlar. Bunlar,
hiicrenin ~ ¢ekirdegi tasiyan dolaysiyla  yasamsal faaliyetlerin  siirdiiriilmesinden
sorumiu olan soma, noronal iletisimin Onemli abhcilarmdan dendiritler, hiicre
govdesinden alnan bilglyi terminal butonlara tagimakla sorumiu akson ve son olarak
da aksonlarm ince uglarmda bulunan kese bicimli ve iki sinir hiicresi arasindaki
iletigimi ~ saglayan norotransimitter maddelerin  salmmmdan  sorumlu  terminal
butonlardir. Bunlarm digmda akson izerinde iletinin iletim hizmt  dogrudan
etkileyen miyelin kiif ve onun iretiminden sorumlu swvan hiicreleri bulunmaktadir
(Sekil 3.1) [72].

44



Dendirit Alkson Ucn
(Terminal Buton)

Cekirdek

Sekil 3.1. Bir sinir hiicresinin temel gdsterimi.

Cevresel sinir sistemi yaralanmalarmi tedavi etmek amaciyla her yil on binlerce
cahsma  yapimaktadr [73]. Bu c¢absmalar temelde, ndronlarm kendilerini
yenilemeleri ve goOrevlerini eskisi gbi yerine getirmeleri i¢in ¢ahsan sinir-doku
mithendisliginin ilgi alanidr [74]. Nororejenerasyon, bir ndronun yeniden olusmasimi
ya da hasarh kismmmn tamr edimesine takiben bu hiicrelerin  kendilerini
yenilemelerini  ifade eder. Bir sinir hiicresinin  hasarlanma  sonrasi  kendini
yenileyebilmesi soma kismmmn bu yaralanmadan ne kadar etkilendigi ile dogrudan
ilintilidir.  Soma  yaralanma sonrasmda da varh@m sirdiiriiyorsa akson ve
dendiritlerin  tamiri kolayca gerceklesir. Bu sebeple hiicresel bazda yapilan sinir
rejenerasyonu ¢ahsmalarmda somatik yapiya benzer Ozellikteki PC-12 hiicre hatlari
kullaniimaktadr. Bu hiicreler néron gelistrme faktorii ile etkilesime girdiklerinde
aym noronlar gibi bolinme Ozelliklerini kaybedip dendrit benzeri filopodya denilen
yapilari olusturmaktadr [15]. Bunun yannda farklilagsan hiicreler elektriksel agidan
da aktif hale gelmektedirler [75] .

Gerek sinir hiicreleri gerekse canllarda bulunan diger hiicreler bulunduklar
ylizeylere tutunma egilimindedirler. Bu sebeple, bir doku iizerinde hiicreler tek
basma bulunmaz. Hiicrelerin yannda, dokularda hacimsel olarak Onemli bir yer
tutan, lokal olarak fretilen protein ve polisakkaritlerden olusan, hiicrelerin
bulunduklart ylizeye ve Dbirebirlerine tutunumlarmi saglayan ekstraseliler matriks
bulunmaktadir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Hiicreler arasi ortam olan ekstraseliler matriksin goriiniimii [76].

Ekstraseliilar matriksin  ylizey alanmi artrmaya yonelik olarak dizayn edilmig
nanotopografik Ogeler iceren yapis1 distnildiiginde bu hiicrelerin tutunabilecekleri
ortamn dogru bicimde taklit edilebilmesinin  nanoteknolojinin  imkanlarmdan
faydalanmakla miimkiin olacagt gorilir. Bu asamada sinir-doku mithendisliginde
yapillan arastrmalar yapay sinrr kilavuzlarmn  {iretimi  ve sinir  hiicrelerinin
yenilenmesini  artrricy,  tetkleyici  ve  yOnlendirici  0zgiin  substrat  yiizeylerin
gelistirilmesi  olarak iki dalda incelenebilir. ik olarak otolog sinir nakillerinde
yasanilan olumsuzluklar1 gidermek ve genis doku bosluklarmdaki yenilenme
sorunlarmi  etkin  bicimde ¢Ozebilmek i¢cin  dretilen sinir kilavuzlart  genelde
biyouyumlu polimerlerden iiretilen iskeleler olarak &n plana ¢ikmaktadr [77]. Ikinci
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olarak, polimerden metallere pek ¢ok yiizey sinir hiicrelerinin - yonlendirme,
gelistirme veya yenileme Ozellklerini incelemek i¢in substrat olarak kullamimaktadir
[78, 79]. ikinci tip cabsmalarm yapimasmda bir difer amac hiicre-malzeme arayiiz
etkilesiminin ~ yetersizliginden kaynaklanan protez-doku uyum sorunlarmi en aza
indirmektir. Bu c¢algmalarda kullanilan malzemeler arasmda en belirgin  olanlar
karbon nanotiipler [79, 80], iletken polimerler [77, 81] ve gozenekli veya
nanokolonlu malzemelerdir [15, 29, 82] (Sekil 3.3).

Sekil 3.3.A) Nano metal ¢ubuklardan olusan substrat iizerinde, B) iletken polimer
substrat tizerinde, C-D) diizenli olmayan karbon nanotiip substrat iizerinde noritlerin
gelisimi ile ilgili yapilan c¢ahsmalar.

Bahsedilen iki tip ¢alisma icin de cahlsilan malzemenin topografik, kimyasal ve
elektriksel ozelliklerinin optimize edilmesi gerekir [83, 84].Omek vermek gerekirse
normalde hiicrelerin tutunumlarmm olmadig yiizeyler, yalnizca yiizey topografisi ile
oynanarak hiicreler icin etkin hale getirilebilmektedir [85]. Ayrica Onceden
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belirlenmis sekil diizenine sahip ylizeyler kullanilarak sinir hiicrelerinin - yonelimi
saglanabilmektedir [86, 87]. Bu sebeple son yillarda nanotopografik yiizeylere olan
ilgi artnustr [81, 88]. Bu ilgi artismdaki temel etken, ekstraseliler matriks ile bu
nanotopografiye sahip yiizeylerin birbirlerme benzemeleridir. Yapilan ¢algmalar
nano Ozellkli ylizeylerde, sinir hiicrelerinin yiizeye tutunumlarmm ve hiicre dist
matriks proteinlermin  yapismasmm normal yiizeylere nazaran c¢ok daha fazla
oldugunu goéstermistir [89, 90]. Bu durum nanoplatformlarda artan yilizey alam ve
hiicre zarmdaki proteinlerin  bu yiizeylere daha fazla uyum gostermesi ile

aciklanabilir [91].

Topografikk Ozelliklerin yannda bu ylizeylerin  kimyasal Ozellkleri de smir
hiicrelerinin ~ gelisimini ~ etkileyen bir  diger faktordir [82]. Kullanlan baz
kimyasallarla sinir hiicrelerinin gelisimleri ve ndrit olusumu kontrol edilebimektedir.
Bu konu ile ilgii yapilan cahsmalarda yiizeyler ekstraselilar matriks proteinleriyle
ya da noroaktif peptidlerle kaplanabildigi gbi nanoporlu malzemelerde ilag ve
biiyime faktorii gbi biyokimyasallarla ~ katkilandrilabilmektedir [88]. Bdylece
hiicreler kendi topografilerine  benzer, uygun kimyasallarla modifiye edilmis bir
ortamda gelisim imkam bulmaktadr. Kimyasal etkilesime ek olarak -elektriksel
uyarimn da sinir  hiicrelerinin - gelisiminde Onemli rol oynadigi kantlanmustr ve bu
durum sinir hiicrelerinin iletken ylizeyler {izerinde c¢alsiimasmmn Oniinii agmistr [77,
81]. Elektrik iletkenligi yikksek olan polipirol kullandarak yapilan ygm [77, 81],
gozenekli [82] ve nano iplikgik [88] seklinde sentezlenen biyopolimer yapih iskeleler
norit gelisim ve yonelimde oldukca basarth sonuglarm almmasnda Onemli rol
oynamsglardir. Bu alandaki diger dikkate deger cahsmalar karbon nanotiipp bazh
substratlarla  yapimaktadr. Biyodayankh ve {stin iletken Ozellkleri ile karbon
nanotlip malzemeler sinir-doku miihendisliginde Onemli bir potansiyele sahip olarak
goriilmektedir [78-80].

Nanogozenekli anotlanmis oksit (AAO) vyiizeyler kontrol edilebilir topografileriyle
(por capy por derinligi ve porozte (por saysvem?)), kimyasal modifikasyon ve
katkillandrmaya izin veren bosluklu yapisi ile kemik-doku mithendisliginde siklikla
kullanlan biyomalzemelerdir [9, 92, 93]. Bu malzemenin bir diger ilgi ¢eken yonii
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de kalp sentez metodu kullanidlarak, nano g¢ubuk, nano tel ve nanotlip yapilarmm
olusturulasma olanak vermesidir. Ornegin; kimyasal buharlastrma metodu (CVD) ile
biyoalgilayicilar, alan yayiclar ya da elektroosmotik akis yOniiniin kontroli gibi
birgcok alanda kullanlabilecek karbon tiiplerin yapimasmda AAO yiizeyler kalp
olarak kullanilabilmektedir [94-96]. Bahsedilen Onemli Ozelliklerine ragmen AAO
membranlarm  sinir-doku  mithendisliginde  kullanmmu  diizenli olmayan  porlu
membranlarm  sinir  hiicreleri  lizerindeki etkisi ile smrh kalmstr [15, 29]. Bu
caligmada ise farkh porozte ve por capma sahip AAO membranlar (Sekil 3.4) kalp
olarak alnarak {retilen karbon nanoyapii membranlar (CNM) topografik, kimyasal
ve elektriksel ozellikleri bakimindan karakterize edimis ve sinir hiicreleri ile iiretilen

substratlarin etkilesimi lizerinde c¢ahsilmasi amaglanmigtir.

CNM iiretimi swasmnda literatiirden farkli olarak CVD teknigi [94-96] yerine bir ilk
olarak fiziksel buharlastirma teknigi (PVD) kullaniimistir.

et 3
S B
':-s'.,-oa"_

12.8 yrr

Sekil 3.4.A) Okzalik asit ¢ozeltisi B)fosforik asit ¢ozeltisi iginde biiyiitiilen
nanoporiu AAO membranlarin SEM goriintiisti.

3.1.2. Fiziksel buharlastirma metodu

Fiziksel buharlastrma metodu, katt ya da swvi bir kaynaktaki atom ya da molekiillerin
vakum ya da diisik basmg altnda bir alt tag lizerme ince film seklinde kaplanmasi
icn kullanllan atomik boyutta ylizey kaplama teknigidir. Tipik olarak bu metotla
birkag nanometreden binlerce nanometreye kadar kaplama yapilabilr. Vakum
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teknolojisinin - gelismesine bagh olarak CVD den farkh olarak PVD metodunda
distik sicaklklarda kaplama yapilabilmektedir. Bu sebeple kaplama yapilan ylizeyde
olusacak deformasyon CVD teknigine gore olduk¢a azdwr. Vakum teknolojisinin
gelismesine paralel olarak gelisen PVD metotlart son 10 yilda kaplama teknolojisinin
gelisimine biiyilk katki saglamgtir.

Temelde PVD tekniginde iyon bombardimam ya da buharlastrma ile kati yiizeyden
ayriir.  Iyon bombardmanma maruz kalan kaynaktan kopan atomlar vakum
vasttastyla alt tasa yonlendirilir ve yiizeyde sk bir kaplama yapilir (Sekil 3.5).

PVD yontemi buharlastrmaya ve sicratamaya dayall olarak iki ana gruba
ayriimaktadr. Bu teknikler kullanidarak iretilen buhar, yikksek hiz ve enerjiye sahip
pargaciklardan olusur (plazma). Bu enerjik parcaciklarm eldesi i¢in kaplama
yapilacak yiizeye negatif potansiyel (bias voltaj)), kaplama malzemesine (buhar)
poztif potansiyel uygulanr. Boylece ortamdaki iyonlarm hiz ve enerjileri artiriimuis
olur. Belirli bir bias voltaji kullanilarak kismi olarak iyonize olmus metal buharmn
kullannmma dayah olarak yapian kaplama islemine genel olarak iyon kaplamasi
(iyon plating) denilmektedir [97].

Kaynak Art Substrat

i r‘)

|
Kavnalk Atcmlan Kaplama

"akamm

‘I{‘

Argon

Sekil 3.5. Fiziksel buhar biriktirme metodunun sematik gosterimi.
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3.2. Sinir hiicrelerinin yenilenmesi ve gelisimi icin karbon nanoyapil

me mbranlarin iiretimi ve karakterizasyonu

3.2.1. Giris

Canlnmn en temel birimi olarak tammlanan hiicrelerin yasayabilmesi i¢in optimum
sartlarm saglanmis olmasi gerekir. Bu sartlardan bir tanesi de hiicrenin bulundugu
ortam ile iligkisidir. Buluindugu yiizeye baglanma egilimi gostermeyen hiicreler belli
bir siire sonra canlbklarmi kaybetmektedir. Hiicrelerm dogal ortamlarnda
tutunduklart ekstraseliler matriks nanoboyutta hiicre tutucular icerdiginden, bu
ortamu  nanoteknolojinin  de imkéanlarmdan faydalanarak taklit etmek yaralarm
tyllestiriimesinden [98] sinir rejenerasyonuna [99] kadar pek ¢ok alanda degisik

arastirmalara kap1 agmaktadr.

Sinir  hiicrelerinin ~ yenilenme prosediirinde bu zamana kadar pek c¢ok yiizey
kullaniistr.  Ancak AAO membranlarm  kullanmi, kontrol edilebilir morfolojik
Ozellklerme ragmen olduk¢a smrhdr. Bu cahsmada AAO membranlarm morfolojik
avantajlarmmn yannda, PVD metodu ile yiizey ince bir karbon tabaka ile kaplanarak
CNM'ler elde edimis, yiizey iletkenligi saglanmis ve boylece hiicrenin nanoporlu
AAO vylizeye tutunumu artmimis ve membranmn bosluklu yapismdan faydalanarak
bliylime faktorii veya ilag gibi biyokimyasallarla ve iletkenlk faktoriniin de etkisiyle
hiicre farkhlagmasma yon verilebilecegi ©n  goriilmiistir.  Uretlen AAO  ve
CNM’lerin karakterizasyonu SEM, TEM, XPS, EDX ve DC Voltaj/Akim Kaynag
kullanilarak yapilmustir.

Uygun substratlarm hazirlanmasindaki kritik sorun alimmyum tabakann tam olarak
hiicre malzeme etkilesiminden Once yiizeyden uzaklastiriimasidir. Esasmda Al
tabakann  yiizeyden uzaklastrilmasma Ozen  gOsterilmesinin  nedeni  hiicreler
tizerindeki toksik etkisinden kaynaklanmaktadr [100]. Bu asamada literatirde HgCl
[101] wveya CuCh.2H,O + HCl [102] kullamlarak metalin yilizeyden
uzaklastrimasmm miimkiin oldugu goriimiistiir. Civa bilesiklerinin ¢ok daha zararh
oldugu g6z oOniinde bulundurularak bu cahsmada CuCly.2H,O + HCI kullanimustir.
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Al tabakayr uzaklastrrken kullamlan asidik CuCl, c¢ozeltisi aym zamanda AAO
membranm da incelmesine, erimesine yol actif gozlemlendiginden, literatiirde
bulunan pek cok yol denenerek serbest AAO membranlarm eldesi i¢in cahsimustir.
Ancak literatirde bahsedilen AAO membrann vernikk korunmasit [103], cila ile
korunmast [104] ya da polimer yardmuyla korunmasi [105] kesinlikle istenilen
sonucun elde edimesini saglamanstr. Bu sebeple serbest membranlarm eldesi i¢in
basit, ucuz ve tekrarlanabilir bir yol bulunarak serbest AAO membranlar elde
edilmigtir. Elde edilen membranlar PVD ile uygun kalnlhkta karbon ile kaplanmis ve
CNM ' ler olusturulmustur.

Istenilen standartlarda serbest AAO membran eldesi saglandiktan sonra hiicrelerin
gelisiminin  gézlenmesi igin uygun substrat tasarmu hiicre plakalarmdaki kuyu hacmi
dikkate ahnarak yapimistir. Malzeme {retimi ve karakterizasyonun ardindan
sitotoksisite ve tutunum deneyleri i¢in gerekli cahsmalara baslanmustr ve bununla
ilgili caligmalar halihazirda devam etmektedir.

Degisik malzeme kombinasyonlar1 tizerindeki canlilk, tutunum ve ndrit uzatma

performanslar1 takip eden doktora tezinin konusu olacaktir.

3.2.2. Deneysel gere¢ ve yontemler

3.2.2.1.Materyal

% 99,9998 saflktaki aliminyum, CuCh.2H,O Alfa Aesar firmasmdan; n-heksan
Sigma-Aldrich firmasmdan; okzalik asit Acros Organic firmasmdan; H3PO, BDH,
NaOH Prolabo firmasmdan; H»SO4, CrOs; Fluka firmasmndan; EtOH, HCI (%37)
Merck fimasmdan; parafim Bemis firmasmdan temin edimigtr. 18 MQ
resistanstaki tip Il kalitedeki saf su Sartorius su temizleme sistemi kullanilarak elde

edilmistir.
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3.2.2.2.Serbest AAO membran eldesi

Okzalik asit kullanarak AAO membran eldesi

Serbest AAO membran eldesi i¢cin ¢ahsmanmn ik asamasmnda Onceki c¢ahsmadan
deneyimli oldugumuz okzalik asit elektroliti ile sistem kurulmustur. Elektrokimyasal
parlatmann ardindan, AAO filmler, agrlik¢a %5°lik okzalik asit sulu ¢Ozeltisi iginde
50 V DC woltaj le 5 °C sicakbkta aliminyum iizerinde biiyltiimistir. Birinci
basamakta {iretilen film asidik CrOs c¢ozeltisinde ¢ozilmis ve ikinci basamak
anodizasyon gergeklestirilip  diizglin  swalh porlara sahip AAO filmler elde
edilmistir [27]. Serbest AAO membran eldesi igin metalik aliiminyumdan kurtulmak
gerekmektedir ancak bu asamada degisik sorunlarla karsilasimis ve bu sebeple farkh
metotlar denenerek uygun sekilde AAO membran elde edilmeye calsimistr. Elde
edilen serbest membranlarm Al tabakaya bakan yiizine bariyer yiiz, ¢cozeltiye bakan
ve ik oluisan diizensiz porlarm  bulundugu yiizime ise ¢Ozelti yiizi
denilmektedir (Sekil 3.6).

B
Cozelti Yiizi
B N
Bariyer . I\/ \./; \../I \./ |
Tahaka T

Bariyer Yiizii

Sekil 3.6. A) Aliiminyum iizerinde olusan AAO filmlerin ve aliiminyumun kesit
cizimi ve B) filmlerin aliiminyumdan ayrilmasiyla elde edilen AAO membranlarda
bulunan iki farkh yiiz.

Yapilan literatiir taramalarmda serbest AAO membran eldesinde, 4 farkh yontemle
karsilagilmustir.
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1. AAO film biiyiitilen aliiminyum yiizeyin koruma olmaksizn 0,1 M
CuClh.2H, O + 6,1 M HCl c¢ozeltisine birakilmas1 ve aliiminyumun
uzaklastinlarak AAO membran eldesi [106].

AAO filmler iki asamali anodizasyon metodu kullanlarak ve her iki asamada da
24’er saat anodizasyona tabi tutularak olusturulmustur. Her iki tarafinda da AAO
film biyiitilen aliiminyum substrat 0,1 M CuCL.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine
brakimistr. Oda sicakhginda 7-8 saat i¢inde aliminyum ylizey ile birlkte AAO
filmler de ¢oziinmiis ve eriyerek kaybolmustur.

2. Aliiminyumun iki tarafinda biiyliyen AAO filmlerden birinin yiizeyinin
trnak cilas1 ile korumarak 0,1 M CuCl;.2H,O + 6,1 M HCI c¢ozeltisine
birakilmasi. Bdylelikle korunmayan AAO film ve aliiminyumun c¢o6zeltide

¢coziinmesi ve korunan yiizeyden AAO membran eldesi [103].

Yapilan literatlir taramasi sonucu, iki asamah anodizasyon metodu kullanilarak, her
ki asamada da 24’er saat anodizasyona tabi tutulan aliiminyum iizerindeki AAO
filmlerden birinin yiizii trnak cilas1 e kaplanmustr ve twnak cilasi kaph ylizey oda
sicakhgnda 2-3 saat kurutulmustur. Twnak cilasmm, bulundugu AAO film yiizeynin
asit ile temasm engelleyecegi duslnilmiistir. Asit ¢Ozeltisi e temas eden
korunmamis AAO filmin ise bir sire sonra ¢dzineced, ardmdan metalik
aliminyumun ¢oziilerek kaybolacag ve bir yiizii cila ile kaph serbest AAO membran
elde edilecegi Ongoriilmistiir. Gozlemlerimiz — gbstermustir ki, daha  ¢dziinme
gerceklesemeden asit ¢ozeltisi igcinde twnak cilasi AAO film yiizeyine yeterince
tutunamanmis ve kaplanan yiizeyin de aciktaki yiizey gibi c¢Oziinmesine neden
olmustur.
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3. Aliminyumun iki tarafinda biiyiiyen AAO filmlerden birinin yiizeyinin
vemik ile korunarak 0,1 M CuCl,.2H,0 + 6,1 M HCI ¢ozeltisine birakilmasi.
Boylelikle korunmayan AAO film ve aliiminyumun cozeltide c¢oziinmesi ve

korunan yiizeyden AAO membran eldesi [104].

Iki asamah anodizasyon metodu kullanilarak iiretilen AAO filmlerden birinin yiizeyi
vernik ile kaplanmistr ve vernik kaph yiizey oda sicakhgnda 24 saat kurutulmustur.
Onceki uygulamada da bahsedildigi gbi vernigin AAO yiizeyi koruyacad
distiniimiistir. Vernikk asit ¢ozeltisi igcinde twnak cilasma gore daha uzun siire
dayanmigs ancak, daha kaplama bulunmayan AAO film yiizeyi asit ¢Ozeltisinde
coziinmeden vernik ylizeyden kalkmis ve her iki yiizdeki AAO film de ¢ozelti icinde
zamanla eriyip kaybolmustur. Calisma 0,1 M CuCh.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisinde
vernk AAO fim iizerinde uzun siire dayanabimis ancak aliminyum yiizey ile
cozeltinin temasmm kisith olmasi bu siirenin alimnyumu uzaklagtrmak icin yeterl
olmadigim gostermistir. Yani bu kisith siire i¢inde, sadece korunmayan ylizey
uzaklastrilabilmis ve aliminyumun c¢oziinmesi i¢in yeterli vakit kalmanmustr. Bunun
tizerine, vernikle yapilan diger ¢alismada alimmyum folyo iizerinde iki tarath olarak
olusturulan filmlerden birinin yiizii vernikle kaplandiktan sonra 24 saat kurumaya
brakimustr (Sekil 3.7). Korunmayan AAO film, 2 saat boyunca 75°C sicaklktaki
asidik CrOs asit c¢ozeltisinde c¢ozinmistir. (Metalik aliminyum bu ¢ozeltiden
etkilenmemektedir). Bu swrada diger tarafta bulunan vernigin yiizeyde asmi sicaklk
nedeniyle sekil degistirdigi  gozlemlenmistir.  Bir tarafinda  aliiminyum, diger
tarafinda vernk kaph 5 cm’ alana sahip AAO film bulunan substrat, 0,1 M
CuCh.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine brakilmis ve yaklask 30 dakika sonra biitiin
metalik aliiminyumun yiizeyden kayboldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 3.7. AAO filmlerden birinin ylizeyinin vernik ile kaplanmasi ve kaplama
bulunmayan AAO yiizeyin asidik CrOgj¢ozeltisi kullanarak uzaklagtirilmas: sonucu
elde edilen substrat.

Bu sekilde bir tarafi vernik kaph serbest AAO membran elde edilmistir. Yiizeyden
vernigi uzaklagtrmak i¢in Ornekten alman iki parcadan biri asetonda digeri toluen
icinde 3 gin boyunca belli aralklarla ultrasonik temizlemeye maruz birakilarak
bekletimis, ancak membran yiizeyindeki vernik tabakasmdan kurtulmak miimkiin
olmamustr.

4. Aliiminyumun iki tarafinda biiyiiyen AAQO filmlerden Dbirinin yiizeyinin
Poli(metil metakrilat) (PMMA) ile korunarak 0,1 M CuCl,.2H,0 + 6,1 M HCI
cozeltisine birakilmasi. Bdylelikle korunmayan AAO film ve aliiminyumun

cozeltide ¢oziinmesi ve korunan yiizeyden AAO membran eldesi [105].

AAOQO ylizeylerde vernigin olumsuz etkileri goriildiikten sonra, kaplama materyalinin
degistirilmesine  karar verimis ve kaplama materyali olarak literatirde kullanilan
PMMA nn uygun oldugu distnilmistir [105]. Bu baglamda, uygun goriilen
¢oziiciiler ve konsantrasyonlar Cizelge 3.1°de belirtildigi sekilde kullanimis ve elde
edilen sonuglardan ayrmtih bir sekilde bahsedilmisti. Buna ek olarak, PMMA
kaplamada karsilagilan bazi sorunlar nedeniyle Poli (stiren) kaplama ve PMMA-PS
karigmu da farkh konsantrasyonlarda denenmisti. Membran iiretiminin maliyeti ve
tiretim siiresi dikkate alndiginda polimerlerin asit dayanmu ve uygun c¢oziciide

uzaklastirilmas1 deneylerinin Oncelikle lamlar iizerinde yapimasma karar verilmistir.
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Deney No 1 (Cizelge 3.1 deki sirayla): PMMA c¢ozeltisi 10 ml aseton kullanilarak
belirtilen konsantrasyonda 40 °C de hazrlanmustr. 30 dakikahk kurutma siiresinden
sonra polimer kaph lam 0,1 M CuCl.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine daldirimustir.
Bu ¢oOzelti iginde PMMA tabaka hizh bir sekilde lam iizerinden uzaklasmustir.
Polimer kaph lamm aseton igerisindeki davranisi incelendiginde polimerin yiizeyden
uzaklasrken akiskan bir hal aldig ve tam olarak cammn temizlenmedidi gbzlemlendi.
Bu durumun AAO fiizerinde porlarm tikanmasma neden olacag ve aseton kullanarak

ylizeyin tam olarak polimerden temizlenemeyecegi anlagilmustir.

Deney No 2: Cozicliyii degistirmenin sorunu ¢ozip ¢ozmedigini gdrmek amaciyla
aym konsantrasyon toluen ile hazrlanmistr. PMMA  ¢ozeltisi 10 ml toluen
kullanilarak ~ belirtilen konsantrasyonda 40 °C de hazrlanmis ve 30 dakikalik
kurutma siiresinden sonra lam 0,1 M CuClL.2H,O + 6,1 M HCI c¢ozeltisine
brakimistr. Bu ¢ozelti iginde PMMA tabaka hizh bir sekilde lam iizerinden
uzaklasmis ve asidik c¢ozeltiye dayankllk gosterememistir. Cozicli davramgmi
incelemek icin polimer kaph lam, toluen igerisine bmrakimis ve polimerin camdan

yine tam temizlenemedigi gozlemlenmistir.

Aseton ve toluenin uygun c¢oziicii olmadi@i anlasiinca Cizelge 3.1 de belirtilen
kosullar  kullanlarak ~ kloroform  ie  farkh  konsantrasyonlarda  ¢ozeltiler
hazirlanmustr. Hazrlanan ¢ozeltler lam {izerinde 100 °C ve 120 °C sicakliklarda 60
dakika boyunca kurutulmustur. Konsantrasyon olarak smrasiyla 0,002 g/ml, 0,005
g/ml ve 0,01 g/ml kullanilmstir.
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Cizelge 3.1. PMMA ve PS kullanilarak yapilan lam deneylerinin kosullart. Lam deneylerinde her bir 6rnek i¢in 2 ml ¢dzelti spin
kaplama cihazi kullanilarak kaplanmustir. Her ornekten 2 adet hazrlanmistr. Orneklerden biri 0,1 M CuCl,.2H,0 + 6,1 M HCI
cozeltisine digeri ise ¢Ozeltinin hazirland1g1 ¢oziicliye daldwilmustir.

Deney Kullanilan Konsantrasyon Coziici ¢oziinme Kurutulma sicakhgi Kurutuima siiresi
No Polimer Tiirii (g/mi) Sicakligi (°C) (dakika)
(°C)

1 PMMA 0.005 Aseton 40 120 30
2 PMMA 0.005 Toluen 40 120 30
3 PMMA 0.002 Kloroform 50 100 60
4 PMMA 0.002 Kloroform 50 120 60
*5 PMMA 0.005 Kloroform 50 100 60
6 PMMA 0.005 Kloroform 50 120 60
7 PMMA 0.01 Kloroform 50 100 60
8 PMMA 0.01 Kloroform 50 120 60
9 PS 0.005 Kloroform 50 100 60
10 PMMA-PS %10 PS5 - %90 PMMA  Kloroform 50 100 60
11 PMMA-PS %40 PS - %60 PMMA  Kloroform 50 100 60
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Deney No 3: PMMA c¢ozeltisi 10 ml kloroform kullamlarak belirtilen
konsantrasyonda 50 °C de hazrlanmstr. 100 °C deki 60 dakikalk kurutma
stiresinden sonra polimer kaph lam 0,1 M CuClL.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine
brakimistr. Bu ¢Ozelti i¢inde PMMA tabaka hizh bir sekilde lam iizerinden
uzaklagsmistr.  Polimerin  ¢Oziicii  i¢cindeki  davramisi  incelendiginde  polimerin
ylizeyden kolayca uzaklastigi gozlemlenmis ancak bu konsantrasyonda  asit
cozeltisine polimerin dayanamamig olmasi kosullarm uygun olmadigmni gostermistir.

Deney No 4: PMMA c¢ozeltisi 10 ml kloroform kullanlarak belirtilen
konsantrasyonda 50 °C de hazirlanmustr. 120 °C deki 60 dakikalk kurutma
stiresinden sonra lam 0,1 M CuCL.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine brakimustir. Bu
cozelti icinde PMMA tabaka kisa bir siire dayanabilse de yiizeyden kalkmustir.
Polimerin ¢ozicli i¢indeki davramisi incelendiginde, polimerin akiskan bir hal aldig
ve ylizeyden deney 3 teki kosullara gore daha zor uzaklastigi gbzlemlenmistir. Sonug
olarak, bu konsantrasyonda polimerin, asit c¢ozeltisine dayanamamis olmasi ve
¢oziiciisii icindeki davramst kosullarm AAO membran eldesi i¢cin uygun olmadigm
gostermistir.

Deney No 5: PMMA c¢ozeltisi 10 ml kloroform kullamlarak belirtilen
konsantrasyonda 50 °C de hazrlanmstr. 100 °C deki 60 dakikahk kurutma
stiresinden sonra lam 0,1 M CuCL.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine brakimustr. Bu
cozelti iginde PMMA tabaka Onceki kosullara gore daha iyi bir dayanm gostermistir.
Polimerin ¢6ziicli icindeki davranisi incelendiginde, polimerin akiskan bir hal aldid,
ancak cam yiizeyden zamanla uzaklagtigi gozlemlenmisti. Deney 5%in  sonuglart
Deney 4'in sonuclar1 ile karsilastrildignda konsantrasyonun artmasi polimerin asit
dayanmum artwrrken, 100 °C de yapilan kurutma ise capraz baglanmay
azaltigmdan polimerin ¢oziicii icinde c¢Oziinmesini kolaylastrmustr. Bundan sonraki
AAO membran deneylerinde Deney 5 kosullarin kullanilmasina karar verilmistir.
Bununla beraber, paralel yiiriiyen diger lam deneylern sonuclari da asagida
belirtilmistir.
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Deney No 6: PMMA c¢ozeltisi 10 ml kloroform kullanlarak belirtilen
konsantrasyonda 50 °C de hazrlanmustr. 120 °C deki 60 dakikalk kurutma
stiresinden sonra lam 0,1 M CuChL.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine brakimustr. Bu
cozelti icinde PMMA tabaka iyi bir dayamm gostermistir. Polimerin ¢oziicii igindeki
davramg1 incelendiginde, polimerin akiskan bir hal aldig, ancak cam yiizeyden
uzaklasmadigi gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak, bu konsantrasyonda asit ¢ozeltisine
dayannm gosteren polimerin, ¢Oziiclsii i¢indeki davranisi bu  kosullarm  AAO
membran eldesi i¢gin uygun olmadigm gostermistir. Yiiksek sicaklkta yapilan
kurutma sebebiyle artan ¢apraz baglanmalar ¢ozicti etkilemisimini kisttlamakta ve

polimer lamdan tam olarak temizlenememektedir.

Deney No 7: PMMA c¢ozeltisi 10 ml kloroform kullandlarak belirtilen
konsantrasyonda 50 °C de hazirlanmustr. 100 °C deki 60 dakikalk kurutma
stiresinden sonra lam 0,1 M CuCL.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine brakinustir. Bu
cOzelti icinde PMMA tabaka iyi bir dayanim gOstermistir. Polimerin ¢oziicli i¢indeki
davranmg1 incelendiinde, polimerin akiskan bir hal aldig, ancak cam yiizeyden
uzaklagsmadi@i gbzlemlenmistir. Konsantrasyon —artigmn  polimerin  asit  dayanmmni

artrrken ¢oziinme hizini azalttigi sdoylemek miimkiind{ir.

Deney No 8: PMMA ¢ozeltisi 10 ml kloroform kullanlarak  belirtilen
konsantrasyonda 50 °C de hazrlanmustr. 120 °C deki 60 dakikalk kurutma
stiresinden sonra lam 0,1 M CuCL.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine brakimustr. Bu
cozelti icinde PMMA tabaka iyi bir dayamm gostermistir. Polimerin ¢oziicii igindeki
davrams1 incelendiginde, polimerin akiskan bir hal aldig, ancak cam yiizeyden
uzaklasmadi@i  gozlemlenmistir.  Konsantrasyon ve  kurutma sicakh@ —artismm
polimerin asit dayanmm artrrken ¢Ozinme hizim azaltti@i sonucu Yine burada

ortaya ¢ikmaktadr.

Deney No 9: Farkl bir polimer kullanimmm, polimerin asit dayamimma ve ¢oziicli

icindeki ¢Oziniirligine etkisini arastrmak amaciyla poli (Stiren) (PS) kullanidmustir.

PS 10 ml kloroform kullanlarak belirtilen konsantrasyonda 50 °C de hazrlanmustrr.

100 °C deki 60 dakikalk kurutma siiresinden sonra lam 0,1 M CuCl,.2H,0 + 6,1 M
60



HCl c¢ozeltisine brakidmistr. Bu  ¢ozelti iginde PS hizh bir sekilde yilizeyden
kalkmustr. Polimerin ¢6ziicii igindeki davramsi incelendiginde, ¢o6ziicli iginde ¢ok

hizli bir bigimde ¢6ziindiigli gbozlemlenmistir.

Elde edilen veriler 1si3mda, PMMA ve PS karismmm yiizeyi, 100 °C de kurutma
sonrasinda, asit ¢Ozeltisinde koruyacagi ve aym zamanda karigimdaki PS varh@
sebebiyle ¢ozicli i¢indeki c¢Ozinmenin daha hizh olacag disiiniilmiistiir. Bu
deneylerde homojen polimer filmler icin PMMA konsantrasyonunun her zaman PS
den fazla olmasma 6zen gosterilmistir [107].

Deney No 10: Agrlkca %10 PS ve %90 PMMA kullaniarak 10 ml kloroform
icinde 0,005 g/ml konsantrasyonda ¢ozelti 50 °C de hazirlanmustr. 100°C deki 60
dakikahk kurutma siiresinden sonra lam 0,1 M CuCl,.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine
brakilmistr. Bu c¢ozelti icinde PS-PMMA karisimu yiizeyde bir siire kalmayt
basarmistr. Ancak dayanim stiresi deney 5 teki duruma gore ¢ok kisa oldugu i¢in bu
kosullarm AAO membran liretimi i¢in uygun olmadigma karar verimistir. Coziciisii
icne brakildignda polimer karngmu PMMA ile yakn Ozellkler gOstermistir.
Akiskan bir hal alp deney 5 teki duruma gore daha hizli bir bigcimde ylizeyden
uzaklasmistrr.

Deney No 11: Agrlkca %40 PS ve %60 PMMA kullamlarak 10 ml kloroform
icinde 0,005 g/ml konsantrasyonda ¢ozelti 50 °C de hazrlanmustr. 100°C deki 60
dakikalk kurutma siiresinden sonra lam 0,1 M CuCL.2H,O + 6,1 M HCI ¢ozeltisine
brakidmistr. Bu ¢ozelti iginde PS-PMMA karismm  ylizeyden kisa siirede
uzaklasmistr. Coziictisii i¢ine bmrakildiginda polimer karigmm PS ile yakin ozellikler
gosterdiginden hizli bir sekilde yiizeyden uzaklasmustir.

Deney 10 ve Deney 11 deki kosullar dikkate ahndignda ortamdaki PS varhgmmn
polimerin  asit dayanmm azalttigmi, ¢Ozinme hizmi artwdig  gézlemlenmistir.
Ancak asit dayannmmm %10'luk PS varhgnda dahi 6neml Olgiide diistiigiiniin
gozlenmesi PMMA-PS karismmn AAO membran iretiminde kullamlacak dogru bir
metot olmadigm gostermistir. Yapilan bu lam deneyleri sonucunda, Cizelge 3.1 de
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verilen deney 5 kosullarmm AAO membran iretiminde kullandmasma karar

verilmistir.

4.1. Aliiminyumun iki tarafinda biiyiiyen AAQO filmlerden birinin yiizeyinin
Deney 5 kosullan kullamhp korumarak 0,1 M CuCl;.2H,O + 6,1 M HCI
cozeltisine birakilmasi. Bdylelikle korunmayan AAO film ve aliiminyumun

cozeltide ¢oziinmesi ve korunan yiizeyden AAO membran eldesi.

Aliiminyum folyo iizerinde biiyiitilen AAO filmlerden birinin yiizeyi deney 5 te
belirtilen kosullarla hazirlanan PMMA spin kaplama cihazi kullanlarak kaplanmustir.
Yiizeydeki polimer kurutulduktan sonra bu substrat 0,1 M CuCl.2H,O + 6,1 M HCI
cozeltisine  brakimistr. Cozelti iginde ince PMMA  tabakasmm, kaplama
bulunmayan AAO film daha asit icinde ¢Oziinmeden, yiizeyden kalktigi ve zamanda
Al folyonun her iki yiizimde bulinan AAO filmlerin yiizeyden eriyip kayboldugu

gozlemlenmistir.

Bunun iizerme spin kaplama cihazi ile kaplama yapmak yerine polimer ¢ozeltisi
damlatilarak aliimnyum folyo {izerindeki AAO filmlerden birinin yiizeyinde aym
konsantrasyonda kalm bir PMMA tabakasi olusturulmustur. Bu tabakanm, kapladigi
AAO filmi, asidik CuClk c¢ozeltisinde efektif bir sekilde korudugu gozlemlenmistir.
Kaplama olmayan AAO film ve metalik aliminyum yaklaskk 30 dakika icinde
¢oziinerek kaybolmus ve bir yiizi PMMA ile kaph serbest AAO membran elde
edimistr. Bu asamadan sonra AAO membran yiizeyindeki polimerin uzaklasmasi
icin membran 50 °C de kloroforma birakinustr. Membranm yiizeyinden polimerin
akigkan bir hal alarak kismen uzaklastigi gozlemlenmigti. Bunun lizerine aym
kosullarda hazirlanmis AAO membran organik kalntilardan kurtulmada etkin olan
piranha ¢ozeltisine (3:1(V/V) H2SO4:H202) brrakimistr. Ancak polimer kaplamann
yiizeyden uzaklastirilmasinda basarii olunamamuistir.

Benzer kosullarda hazrlanan bir yiizi PMMA kaph bagska br AAO membran
piranha ¢oOzeltisinde yaklagkk bir giin boyunca bekletidiginde polimer yiizeyin hala
tam olarak temizlenemedigi ancak membranin bariyer tarafinm asidik piranha
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cozeltismin  etkisiyle ¢Ozindligli ve bu taraftaki porlarm ortaya ciktig
gozlemlenmistir. Piranha ¢ozeltisme tabi tutulan membranlarda ayrica ciddi incelme
gozlemlenmis ve ilerleyen cahsmalar icin kullanllamaz hale gelmistir.

4.2. AAO film yiizeyinin Deney 5 kosullan kullamlarak korunmasi ve elde
edilen bir yiizii PMMA kaph AAO membrandan polimer tabakamn oksijen
plazma kullamlarak temizlenmesi.

AAO membran yiizeyindeki polimerin ¢oziicii ve piranha ¢ozeltisi kullanlarak
uzaklastirlamayacag anlaginca farkh yontemler kullanilarak, polimer yiizeyden
uzaklastrimaya cahsimustr. Bu baglamda Al folyonun her iki tarafinda olusan
AAQO filmlerden birinin ylizeyi deney 5 te belirtilen kosullar altmda PMMA ile
korunmugstur. Kaplama olmayan AAO film ve metalk alimnyum yaklasik 30 dakika
icinde 0,1 M CuCL.2H,O + 6,1 M HCI c¢ozeltisinde ¢oziinmiis ve bir yiizii PMMA
kaph AAO membran elde edimisti. AAO membranmn yiizeyini kaplayan PMMA’in
uzaklastriimast icin - SAMCO RIE-1C plazma sistemi kullandnustr (140 W RF
gliicli, 20 sccm aki, 20 pa basmg¢ altnda). Ancak yiizeyin basarih bir bicimde

temizlenemedigi gozlemlenmistir.

5. Aliiminyum folyo iizerinde olusturulan AAO filmin parafilm ile korunmasi ve

serbest AAO membran eldesi.

Yapilan literatiir aragtrmalar1 ve ilgili yOntemler, iki tarafi da ag¢k porlara sahip
temiz br AAO membrann elde edimesinde basarii olamanustr. Bunun iizerine

literatiirde rastlanmamis basit ve ucuz bir yontemle AAO membranm eldesi iizerine
calsilmis ve basarili olunmustur (Sekil 3.8).

Iki asamali anodizasyon ile iiretlen AAO membranlarm bir yiizii parafim il
kapatidiktan sonra, membranlar 0,1 M NaOH i¢ne atimustr. Agikta kalan oksit
yizeyin ¢Oziinmesinn ardndan membranlar ykamaya tabi tutulmus ve 0,1 M
CuCh.2H,O + 6,1 M HCI ¢o6zeltisine atimistr. Parafilm hem asit igerikli ¢ozeltide
hem de baz igerikli ¢Ozeltide altmda kalan oksit tabakayr basari ile korumustur. Al
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tabaka ylizeyden kisa bir siirede uzaklastridiktan sonra membran n-hekzan igine
atlmis  ve parafim yiizeyden uzaklastrilmistr. Sonrasmda membrann ¢ozelti
ylizine bakan kismi istenilen kalnlkta karbon ile Bilkent-UNAM da bulunan
GATAN PECS (Presicion Etching&Coating System) cithazi kullanilarak kaplanmistr
ve CNMler elde edilmistir (Sekil 3.8).

Parafilm

Sekil 3.8. Koruma amagh parafim kullanarak AAO membran eldesi. A)Yiiksek
safliktaki Al folyo. B) Al folyo ve iizerinde biiyiitiilmiis olan AAO membranlar. C)
Porlu oksit yiizeylerin biri sicaklk artisma bagh olarak parafilm ile kaplanmasi D)

Acikta kalan ylizey 0,1 M NaOH ile yiizeyden uzaklastirilmasi. E) 0,1 M
CuCk.2H,0 + 6,1 M HCI ¢ozeltisi ile Al tabaka membranm bariyer yiizinden
temizlenmesi. F) Yiizeyde bagh olan parafilmin n-hekzan ile temizlenmesi. G) PVD
ile karbon kaplama yapilarak CNM eldesi.

Ayrica, 1ki basamakh anodizasyonla elde ediden bu AAO membranin bariyer
yizinde bulunan porlarm heniiz ortaya ¢ikmadig gozlemlendiginden, AAO
membranmn ¢ozelti icinde ¢ok kisa siire kaldigim ve bariyer yiizeydeki porlar
acimadan metalik aliimnyumun uzaklastigi goézlemlenmisti. Bdylece membranmn
asidik CuClk c¢oOzeltisi i¢indeki incelme sorunu da asgari seviyeye indirgenmistir.
Serbest AAO membran eldesi ile ilgli sorun asidiktan sonra por ¢api
standartlastirma cahgmalarina gegilmistir.

Membran % 5'lik H3PO4 icerisinde por agmm igcin bekletimistir. 120 dakikann
sonunda membrann ¢ozelti yiliziindeki porlarm ¢alisma i¢in istenildigi gibi ~ 100 nm
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capa ulastigt gbzlemlenmistir. Bu asamadan sonra okzalik asit icinde biiyiitilen AAO
membranlar CNM eldesi icin 10 nm karbon ile kaplanmis ve Kkarakterizasyonlart
yapimistir.

Fosforik asit kullanarak AAO membran eldesi

Cahgmann ikinci asamasmda yaklaskk 300 nm c¢apmda diizgiin srah gozeneklere
sahip AAO membranlar fosforik asit elektroliti icinde tretimistir. Elektrokimyasal
parlatmann ardmdan bu kez folyolar iki basamakta da 160 V DC wvoltaj altmda ve
0°C de anodizasyona tabi tutulmuslardir [108]. Membran iiretimi srasmda elektrolit
ve yiksek voltaj kaynakh sorunlarla karsilasimustr. Bu sorunlarm ¢Oziimii igin
degisik ¢oziimler tiretilmistir.

Fosforik asit icerisinde sentezlenen AAO membranlarm kalnlk, por diizenliligi ve
porluluk oram acgismdan standart bir goriinlime kavusmasi icin sentezi etkileyen ve

Cizelge 3.2’de gosterilen bazi parametrelerin takibi yapimustir.

Cizelge 3.2. H3POy’iin elektrolit olarak kullanildigi AAO membran sentezleme
caligmalarinda standart bir membran iiretimi i¢cin iizerinde cahsilan parametreler.

No Parametreler

Elektrolit konsantrasyonu

Anodizasyon siiresi & Kahnlik

Por diizenliligi

Es zamanli olarak aliminyum tabakayi yiizeyden uzaklastrma

ol B W[ N

Bariyer tabakanin uzaklastriimasi icin farkh ast & baz c¢ozeltierinin
degisik konsantrasyonlarda kullanilmas1

6 Membranlarin ¢ozelti yiizeyinden parafilmin tam olarak uzaklastrilmasi
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1. Elektrolit olarak agirhk¢a %10’ luk H3;PO, c¢ozeltisi kullamlarak AAO

membran eldesi.

Baslangigta agrrlikca %10'luk H3PO4 ¢ozeltisi elektrolit olarak hazrlanmustr [108].
Bu ¢ozelti sogutucu vasttasiyla 0°C ye kadar sogutulmus ve voltaj cihazr 160 Volta
ayarlanmistr. AAO membran {iretim prosediirii geregi Onceden elektrokimyasal
olarak parlatimis Al folyo, c¢elik katot ile birlikte ¢ozelti igine 1. anodizasyon
asamasi i¢in yerlestirimisti. 160 V luk voltaj membrana uygulanmaya basladiginda
¢Ozeltinin  kabarciklar olusturarak kaynadig gozlemlenmistir. Olusan bu  durumun
ardndan alimmyum membrann ylizeyinde degisimler gozlemlenmistir. Literatiir
kaynagmm [108] bu islem i¢in ¢elk yerine Pt katot kullandigi Ogrenerek, katot
materyal platinyuma c¢evrilmis ancak yukarida bahsedilen kosullarda yine ¢ozelti
kaynadig1 goriilmiistiir.

2. Elektrolit olarak agirhkca %S5'lik H3PO, c¢ozeltisi kullamlarak AAO

membran eldesi.

Kaynama esnasmda okunan yiiksek akmlarn diisiirme hedefiyle direnci daha yiksek
elektrolit kullanmaya karar verilmisti. Bunun tizerine agrhk¢a %5'lik H3POg4
cozeltisi hazirlanp elektroparlatma gerceklestirilmis Al folyo, 1. anodizasyon i¢in
0°C ye sogutulmus c¢ozelti icine yerlestirilmistir. Voltaj cihazz 160 V ayarlannus ve
[lk durumda oldugu gbi, 160 V Iluk voltaj membrana uygulanmaya basladigmda
cozeltinin  kisa siirede kaynadigi gbzlemlenmistir. Bunun {izerine sicaklk artist
gozlemlenen ¢ozelti tekrar 0°C ye kadar sogutulup, voltaj 1 dakikada 100 V dan 160
V a kadar hzh bir bigcimde yikseltimistir. Cozelti baslangicta kaynama egilimi
gostermemis olsa da ilerleyen zaman i¢cinde kaynama gerceklesmistir. Dolayisiyla
kiitlece %5'lk ¢o6zelti kullanarak standart membran olusumun saglanamayacagi

gorilmustiir.

Kaynamanmn sebebi ile ilgili olarak literatiirii incelediginde, oksit tabakasmdaki hizh
iyon transferi ve elektrolit/elektrot arayiizinde diisik polarizasyona bagh olarak
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akimm  degerlerinde  gorillen  ylkselmenin ani  sicaklk  artisgmi  tetikledigi
gozlemlenmistir [109].

Aym zamanda, membrann por yapismm swalh olmamasy degistirilen farkh
parametrelere ragmen sonu¢ almamamis olmasi bizi farkli yontemlerin denenmesini
zorunlu kilmustr. Bunun {izerine, sonraki cabsmalarda 160 V altmda elektrolit

derisimini literatiir incelenerek [110] kiitlece %4’e diistrmeye karar verilmistir.

3. Elektrolit olarak agirhk¢a %4'liik H3PO; c¢ozeltisi kullamlarak AAO

membran eldesi.

Agrlkca %4'lik H3zPO4 ¢ozeltisi ile kullanlarak iki asamah anodizasyon prosediirii
takip edilmek istenmistir. Ancak asidik kromat ¢Ozeltisi i¢inde ik anodizasyon
asamasmnda olusan ince opak membran tam olarak Al yilizeyden uzaklastirilamadig
icn, tek asamah anodizasyon prosediirii izlenmisti. Cinkii 1ki basamakh
anodizasyon sonucu cift kath ve oldukca diizensiz por yapst ile karsilagimustr. Bu
asamada AAO membran % 4'lik H3PO,4 ¢ozeltisinde 18,5 saat tek basamak olarak
biiyiitiilmiis ve standart metotla serbest hale getirilmistir.

Cabsmann bu asamasmda bariyer yiizde olusan porlarm daha diizenli olacag
distiniildiiginden porlarm bu taraftan agimasi i¢in derisik ve farkl tipte asit
cozeltileri kullamimis ancak bariyer ylizdeki porlar aglamamistr. Membranlarm,
hazrlanacak substrata uygun olarak, kaln olmas1 gerektiinden uzun siireli
anodizasyona bagh olarak bariyer tabaka kalnhgmmn arttifi gozlemlenmistir.  Bunun
lizerme tek asamall anodizasyonla {iretilen membranlar 30 ve 60 dakika siireyle
asidik kromat c¢oOzeltisine tabi tutulmustur. Bdylece membran olusumunun ik
anlarmda meydana gelen diizensiz tabaka yiizeyden uzaklastmimis ve nispeten daha
diizenli olan por yapisi ortaya cikarilmistr. Bu ¢ozelti igerisinde por caplart da es
zamanh olarak genislediginden ayrica bir por c¢aligmast yapimasma gerek
kalmamustr. Ayrica, tek asamali anodizasyonda porlarm daha diizenli bir goriiniim
almast icin baslangigta aliiminyum tabaka ~ 400°C de tavlanmustr [111]. Bu
islemlerin ardndan AAO membranlar 20 nm karbon ile Bilkent-UNAM da bulunan
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GATAN PECS (Presicion Etching & Coating System) cihazi kullanilarak kaplanmis
ve CNM ’ler elde edilmistir.

3.2.3. Tartisma ve sonuclar

Serbest AAO membran eldesi

Onceki cabsmadan edinilen tecriibe ¢ercevesinde okzalik asit icerisinde iki asamah
anodizasyonla Al tabaka iizerinde biylitilen membranlar, hiicrelerin Al tabakanm
sitotoksik  etkisine maruz kalmamasi i¢in bu tabaka uzaklastirildiktan sonra
kullanibmugtir. Al tabakann uzaklastiriimast ile 1ilgii bircok makale incelenmis ve
belirtilen prosediirler uygulanarak bu tabakanin oksit tabakadan ayriimasi i¢in
cabsimustr. Ancak literatiirde rastlanan twnak cilasi, vernik ya da polimer kaplama
lle koruma teknikleri istenilen sonucu elde etmede basarih olamamustr. 0,1 M
CuCh.2H,0O + 6,1 M HCI ¢ozeltisi iginde bekletilen herhangi bir koruma tabakasi ile
kaplanmamis olan membranin asit varhg sebebiyle incelip zamanla daha Al tabaka
¢Oziinmeye baglamadan eriyip kayboldugu gozlemlenmistir. Koruma tabakasi olarak
trnak cilast ya da vernik kullamilsa da bu malzemelerin membram korumada yeterli
olmadimi ya da membran eldesi sonucu uzaklastrlamadigi goézlemlenmistir (Sekil
3.9-A/B). Bu koruma materyallerinin asit dayanmmu olduk¢a disiiktir. Ayrica,
polimer tabaka kullanmlarak seri halinde lam {izerinde yapilan ¢alismalarda Deneme 5
te belirtilen kosullarda istenilen sonucun elde edildigi disilinilmiis ancak AAO
membranlarm porlu yapsm dikkate alndignda PS ve PMMA gibi polimerler ile
calsmann da uygun olmadigma karar verilmistir. Ciinkii polimer uygulanarak
aliminyumdan  kurtulmug, serbest AAO membranlarm eldesi miimkiin olsa da
sonrasinda  kullanllacak nanoporlu ylizeydeki polimer tabakasi piranha ¢ozeltisi
kullanilsa bile uzaklastrmak miimkiin olmamustr (Sekil 3.9-C/D). Piranha ¢0Ozeltisi
uygulamasma bagh olarak oksit membranda incelme de gerceklestiginden
membranlarm bu caliyma i¢cin aramlan kalnlk degerleri kaybettigi gdzlemlenmistir.
Dolayisiyla bahsi gecen koruma uygulamalari serbest AAO membranlarn eldesi
konusunda yetersiz Kalmustr. Bu yontemlerin dismda Gazi Universitesi Yasam
Bilimleri Uygulama ve Arastrma Merkezinde bulinan SAMCO RIE-1C plazma
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sistemi  kullanilarak  yilizeydeki polimer temizlenmeye cahsimustr. Ancak por
agizlan agimis olsa da AAO membranlarm yiizeyinden polimer tabakayr tam olarak
uzaklagtrmak ~ mimkin  olmamustr  (Sekil  3.9-E/F).  Polimerin  hazrlandigt
¢oziiciisiinde ¢Ozinmemesi, Al tabaka artan sicakhgmn etkisi ile polimer tabakanm
capraz baglanmasi ile agiklanmaktadr. Bununla beraber AAO yiizeyin porlu yapisi
da polimerin ylizeydeki kalciligini artiric1 yonde etki etmektedir.

Karsilagilan bu zorluklar, istenilen kalitede serbest AAO membranlarm eldesi igin bir
metot gelistirilmesini  zorunlu kil ve bu basartyla gerceklestirimistir.  Gelistirilen
bu basit, ucuz ve tekrarlanabilir metotta membranm asidk medya ile temasi
tamamen kesildigi icin kalmlk kaybi ve membran bitiinliginde bir bozulma
yasanmamustr. Koruma materyali olarak kullanilan parafilmin n-hekzan icerisinde
kolay c¢Oziinebilir bir madde olmasi ve 1s1 etkisiyle por iglerine dogru girmeden
sadece ylizeysel olarak membrana tutunmasi yiizeydeki kalmtilarmi uzaklastrmada
kolaylk saglamistir (Sekil 3.9-G/H).

Saghkh membran eldesi saglandiktan, AAO yiizeyler Sekil 3.9-11J de belirtilen
kalnliklarda karbon ile PVD yontemi vasttasiyla kaplanmistir.
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Sekil.3.9. Vernk kullanilarak korunan AAO membranin A) On yiiz, B) arka yiiz (Por ¢api=58,17 + 3,31 nm), PMMA kaph AAO
membranin piranha ¢ozeltisinden sonraki durum C)on yiliz D)arka yiiz (Por ¢ap= 103,345 + 2,28 nm), E-F)PMMA kaph AAO
membranin REI-1C plazma sistemi kullanilarak 170 saniye oksijen plazmaya tabi tutulduktan sonraki durumu(Por ¢ap= 39,6 + 1,4 nm),
koruma amagh parafilm kullanarak elde edilen AAO membran G)on yiiz (Por cap—48,04 + 0,69 nm) H)arka yiiz, ) okzalik asit
icerisinde {tiretlen AAO membranin 10 nm karbon kaplandiktan sonraki durumu (Por ¢ap= 95,017 £+ 2,17 nm), j) fosforik asit igerisinde
tiretlen AAO membranin 20 nm karbon kaplandiktan sonraki durumu (Por ¢ap=290,546+8,825 nm).
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Okzalik asit kullamilarak iiretilen membranlarda iki asamali anodizasyon sebebiyle
bariyer yiizindeki por Kkalitesi ile ¢ozelti yiizindeki por Kalitesi hemen hemen
aynidr. Hiicre ¢alsmalari i¢in hazirlanacak substratlarm dolgu malzemesi olarak
parafilmle  desteklenmesi  planlandigndan membrann  ¢ézelti  yiizii parafimle
kaplyken bariyer yiizdeki porlarm agimasi planlanmistr. Ancak bariyer ylizde
bulunan tabaka porlarm ag¢imasm geciktirmektedir. Burada dikkati ¢eken durum,
yaklagik 150 dakika bekleme siiresine ragmen bariyer yiizdeki porlarm ancak ~ 60
nm boyutlarma ulasabilmesidir (Sekil 3.10). Membrann kullanim kolayl@ igin
anodizasyon siiresi artrmu ile membranlarm kalnlastrimas: gerekmektedir. Ancak
bu kalnlk artis1 bariyer tabakann da kalnlagsmasma ve dogal olarak buradaki
porlarm acimasmda uzun beklemelere yol agmaktadr. Bariyer tabaka ile ilgili bir
diger gozlem de lokal piiriiziliiklerin (Figiir 3.10.B, por birlesmeleriyle gbzlemlenen
papatya benzeri girintiler), membranin bu yiizinde daha fazla gbzlemlenmesidir.

Bariyer
Tabaka

Sekil 3.10. AAO membran sentezi srasmda olusan bariyer tabakann %35 H3PO4
icinde membran1 A)0, B)75, C)120 ve D)150 dakika bekleterek uzaklastirilmasi.
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On vyizin por acma islemi sonrasmda aldi durumu gdzlemlemek amaciyla
parafilme bagh yiiz sicak hekzan kullanilarak acimis ve membran gece boyunca
hekzan i¢cinde bekletimisti. % 5'likk H3zPO,; igerisinde 120 dakikann sonunda
membrann ¢ozelti yiiziindeki porlarm raporda belirtlen ~ 100 nm capa ulastigt
gozlemlenmistir. Bu membranlar 10 nm kalnlkta karbon ile kaplanarak CNM’ler
elde edildi ve bunlar SEM ile Kkarakterize edildi (Sekil 3.11). On yiizde alman olumlu
sonuglar dikkate alnarak ve arka yiizdeki lokal piiriizlilikler ve uzun siire gerektiren
por ac¢ma islemleri distiniilerek, okzalik asit iginde sentezlenen membranlarm
kullanilacagt  hiicre  deneylerinde membranlarm  ¢dzelti  yiiziinin ~ kullandmasmmn
uygun olduguna karar verildi.

ma det [ tilt| WD
) |120000x |ETD /.0 °|141 mm

Sekil 3.11. Okzalik asit elektrolitinde tiretlen AAO’dan CNM eldesi. AAO membran
120 dakika % 5 H3PO4 ¢ozeltisinde bekletilerek ¢ozelti yiiziindeki porlar istenen
biiyiikiige ulasmis ve 10 nm karbon ile kaplanarak CNM elde edilmistir. (Por cap=
95,017 +£ 2,17 nm). A) diisiik biiyiitmede ve B) yiiksek biiyiitmede SEM goriintiisii.

Okzalk asitte bu gelismeler yasanrken fosforik asit elektroliti varlignda, ilk
anodizasyonda tretilen membrann derigik  kromat ¢ozeltisi  kullanlarak  bile
ylizeyden tam olarak uzaklagtrilamiyor ve ¢ift kath membran yapismm gozlenmesi
nedeniyle (Sekil 3.12), burada AAO membranlarda iki asamah anodizasyonun
kullanimm uygun olmadigi goézlemlenmistir.
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Sekil 3.12. ikinci anodizasyon sonrast AAO membranm ¢ozelti yiiziindeki cift kath
membran yapis.

Tek basamakh anodizasyonla iretilen membranlarm ¢ozelti ylizi ve bariyer yiizii

yanal kesitten SEM ile incelendiginde (Sekil 3.13) bariyer yiizde olusan porlarm

daha srah oldugu gozlemlenmisti. Bu sebeple bu membranlarda bariyer yiiziin

kullanilmasinin uygun oldugu diistiniilmiistiir.
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Sekil.3.13. AAO membranin A) ¢ozelti yiizine yakm, B) bariyer yliziine yakmn yanal
kesit goriintiisii.

Ancak uzun anodizasyon siiresine bagh olarak artan bariyer tabaka kalnhg

sebebiyle porlarm es zamanh olarak ag¢ilmasi miimkiin olmanustr. Cesitli asit

cozeltileri kullanilarak  bariyer yiizdeki porlar agidmaya cahsihmustr.  Seyreltik

cozeltlerde uzun uygulama siirelerine ragmen bariyer tabakann asilamadig (Sekil

3.14-A), derisik ¢ozeltilerde ise porlarm es zamanh olarak agimamasma bagh olarak
por capmdaki standart sapmada ciddi artislar gbzlemlenmist. AAO membrann baz
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bolgelerinde porlar tamamen agilirken baz bolgelerinde porlar1 hala kapah oldugu
tespit edimistir. Yapilan c¢ahsmalarda bariyer yiizdeki porlarm, derisik asit
cozeltilerine ve uzun uygulama siirelerine ragmen, es zamanh olarak acimamasi bizi
bu durumun ne e gl oldugunu arastrmaya  yonlendirmisti.  Yapilan
incelemelerde  bariyer tabaka kalnhgnn membranda Ilokal olarak  degistigi
gozlemlenmistr. Bunun yannda yapilan literatiir incelenmesinde okzalk asitte
iretlen membranda bariyer yiizdeki porlar agilirken, neden fosforik asit icerisinde
tiretlen membranda bariyer ylizdeki porlarm agizlarmm agimadigt sorusuna cevap
aranmig ve bu durum ile ilgili olarak okzalik asitin icerisinde {iretilen membranmn,
diger membrana gore hidrofilitesinin daha yiiksek olmasi, yani su bazh ¢ozeltilerde
daha kolay ¢0zinebildigi sonucuna ulagimustr (Sekil 3.14-B/C) [112]. Dolayisiyla,
fosforik asit icinde iretilen membranlarm da ¢ozelti yiiziniin belli bir optimizasyon
sonrast kullanilmasmin uygun olduguna karar verilmistir.

,-.0.‘:.-..._’

Sekil 3.14. Kromat ¢ozeltisindeki H3POj4 derisiminin artmasma bagh olarak

ylizeyden ik anodizasyon asamasmda olusan AAO filmin uzaklastrilmasi A)
Olusan membranm bariyer yiiziiniin 75 dakika %5 H3PO4 bekletildikten sonraki
durumu. AAO membranin bariyer yiiziindeki porlarm derisik asit ¢cozeltisi ile
acimasi. B)10 saniye, C) 5 dakika sonrasmda membranin farkh bolgelerindeki
porlarm durumu. Por capr 286,972 + 37,043 nm Membran kalnligi:~15 pm.

Bu amagla, tek asamada iretilen membranlar ¢ozelti yiizinde olusan diizensiz ince
AAO katmann yiizeyden uzaklastrlmasi ve alttaki swrali porlarm bulundugu
tabakaya ulagilabilmesi i¢in kromat c¢ozeltisi icinde belli siirelerle bekletiimis ve
SEM gorintiileri  almmustr  (Sekil 3.15). Siireye bagh olarak por ¢apmmn da
diizenlilkle birlkte arttign ancak belli bir siireden sonra porlarm birlesme egiliminde
oldugu gozlemlenmistir. Caligmalar anodizasyon sonrast 30 dakikalk kromat
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uygulamasiyla porlarm yaklasik 300 nm c¢apa sahip oldugunu ve ik duruma gore
nispeten daha diizenli por yapisma ulastigm gOstermisti. Kiicik bir zaman
ayarlamas1 ile 300 nm ye daha yakin degerlerin elde edilmesi beklenmektedir.

‘\‘\ e \‘:L
~:~,:,1‘;«

Sekll 3.15.Fosforik asit ¢ozeltisi icerisinde tek asamah anodizasyon il tiretlen AAO
membranin A) Kromat ¢ozeltisi iginde bekletimeden once B) 30 dakika
bekletildikten sonra C) 60 dakika bekletildikten sonraki SEM goriintiisii. B por ¢apt:
343,81+31,23nm, C figiiriinde porlar biiyik oranda birlesme gosterdiginden por gapi
hesaplanamamustir. Ornekler 5 nm Au-Pd ile kaplanmstir.

CNM Kkaplama kosullarmin optimizasyonu ve CNM karakterizasyonu

Okzalik asit igerisinde iiretilen ve yaklagkk 100 nm por ¢apma sahip AAO membran
10 nm karbon ile kaplanarak, fosforik asit icerisinde {iiretilen ve yaklagk 300 nm por
capma sahip AAO membran 20 nm karbon ile kaplanarak CNM'ler elde edilmistir.
PVD metodu ile elde edilen bu membranlarn karakterizasyonunda SEM, TEM, XPS,
EDAX, DC Voltaj/Akim Kaynag kullanilmustir.

Karbon kaplama kalnhg, AAO membrann por ¢apma bagh olarak belirlenmistir
(Sekil 3.16). Okzalik asit kullanlarak {iretilen membranlar yaklask 100 nm por
capma sahip oldugundan 10 nm karbon kaplamann uygun oldugu goriilmiistiir (Sekil
3.16-D). Fosforik asit icerisinde iiretilen membranlarda ise ortalama por ¢apt 300 nm
oldugundan goriintii kalitesini arttrmak igcin 20 nm Kkarbon kaplamann uygun oldugu
sonucuna varimstr (Sekil 3.16-B). Daha genis porlart olan bu membranlarda bu
kaplama kalnhg herhangi bir kapanmaya sebep olmamaktadwr. Ne var ki, daha kaln
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kaplamalarda (50 nm) porlar tkanmakta, buna bagh olarak da CNM yapisi
gozlenememektedir. (Sekil 3.16-C).

Sekil 3.16. Fosforik asit ¢ozeltisi igerisinde tiretilen AAO membranin A) 10 nm B)
20 nm C) 50 nm karbon kaplanarak elde edilen CNM lerin SEM goriintiisii. D)
Okzalik asit ¢ozeltisi igerisinde {iiretlen AAO membran 10 nm karbon kaplandiktan
sonra elde edilen CNM’in SEM goriintiisii. Karbonun iletkenligi Au-Pd kaplamaya
gore iletkenligi daha az oldugu i¢in goriintiilerin netligi azalgstir.

AAO kalp izerindeki karbon kaplamann varhgm gostermek icin, fosforik asit
icinde dretilen bir AAO membrann ¢ozelti yiizii 20 nm Kkarbon kaplanarak CNM
elde edimistr. Bu membranmn kesit gorintilleri incelenerek karbon kaplanan
yizeyden uzak bolgelerde Al,O3; baskmh@ (Sekil 3.17-A), kaplanan ¢ozelti yiiziine
yaklastikga ise C varhgmn baskmhg (Sekil 3.17-B) SEM ve EDAX analizleriyle
ortaya konmustur.
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Sekil 3.17. CNM kesit SEM goriintiileri ve EDX analizi. A) Bariyer yiize yakin
bolgedeki, B) ¢ozelti yiizime yakmn bolgedeki SEM ve EDX analizleri.

X-Ism  Fotoelektron Spektroskopisi  (XPS) kullamlarak CNM’lern  yapismdaki
amorf karbon varl, membrann karbon kaplanmis ¢ozelti yiizii 280-290 eV o6zel
arahgnda taranarak elde edilen sinyal seklinden saptanmustr [94] (Sekil 3.18-A). Bu
CNM, 0,1 M NaOH i¢inde bekletilerek kalp AAO tamamen ¢Oziinmiis ve Ornekler
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SEM ve EDAX kullanilarak incelenmistir. Bazik ¢Ozelti icinde ¢oziinen AAO kalp
ardmda CNT leri brakmis ve bu SEM ile gozlemlenmistir (Sekil 3.18-B). Tiiplerin
EDAX analizi yapildiginda biiyilk oranda karbon icerdigi, az miktarda Al varhgmmn
da ¢Ozinen membran yapisindan kaynaklandigi ve tiiplerin lizerinde yetersiz

yikamadan dolayr kaldigi sonucuna varilmustir (Sekil 3.18-C).

Sekil 3.18. A) CNM’in 280-290 eV 6zel arahgindaki XPS sonuclar. CNM, 0,1 M
NaOH kullanilarak ¢oziildikten sonra ortaya ¢ikan CNT’lerin B) SEM ve C) EDX
analiz sonuglari.

CNM vyapy, kalp olarak kullamlan AAO tamamen ¢ozindiigine olusan CNT benzeri
yapilar ve nanoporlara sahip karbon film TEM aracihigi ile de karakterize edimistir
(Sekil 3.19). Bunun igcin CNM 0,1 M NaOH icerisinde bekletilip kalbm tamamen
¢Oziindligli gdzlemlenmis, ardindan bu c¢ozelti bir polimerik filtreden gecirimis ve
fitre {izerinde kalan yap1 etanol igerisinde dagtilarak TEM grit {izerine
damlatinustr.  Ornekler incelendiginde serbest ve mnanoporlu karbon yapiya bagh
CNT benzeri yapilar gozlemlenmisti. CNT benzeri yapilarm membran c¢apiyla
paralel olarak yaklasik 250 nm'lik bir g¢aptan baslayarak giderek daralan huni
tarzmda bir yapida oldugu goriimiistiir (Sekil 3.19-C). Karbon kaplamanin derinligi
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CNT benzeri yapilarm boyu diisiinildiigiinde yaklasik 5000 nm olarak saptanmustir.
Nanoporlu karbon yapida por boyutlar1 da baglangic membrann por boyutlarma
paralel olarak yaklasik 250 nm olarak gdzlemlenmistir. Boylelikle nanoporlu karbon
filmn ve PVD yardmuyla elde edimis CNT benzeri yapilarm varhgmi ilk olarak
rapor etmis bulunmaktayiz.

Sekil 3.19. A) Nanoporlu karbon yiizey ve bu ylizeye bagh CNT benzeri yapilar.
Nanoporlu karbon yiizeye bagh CNT benzeri yapilarin, B) diisiik biiyiitme ve C)
yiiksek biiylitmedeki goriintiileri. D) Serbest CNT benzeri yapilarmm TEM goriintiisti.
CNM eldesi i¢in fosforik asit igerisinde tretiimis ve 20 nm karbon kaplannus AAO
membranlar kullanilmistr.

Kirilganlk ve karbon film yapismn kararh olmasi gerektigi dikkate alnarak
hazirlanan 6zel birr maske ie 100 pum mesafeden DC Voltaj/Akim Kaynag
(Yokogawa GS 210 sourcemeter) kullamlarak I-V egrilerinden direng Olglimleri
almmistr  [113] (Sekil 3.20-A/B). Olgiimler alnrken iki farkh deney seti
hazrlanmustr. Ik sette porlu yiizey farkh kalnliklarda karbon ile kaplanms,
ardmdan iizerine maske yerlestirilerek Au ile kaplama yapimstr (Sekil 3.20-C).
Maske kaplama kalnh 50 nm olarak belirlenmistir. Ikinci deney setinde AAO
malzeme farkh kalmhklarda Au ile kaplanmis ve lizeri yne 50 nm Au kontak ile
maskelenmigtir. Sekil 3.20-D’de de goriildiigii gibi Au ile kaph AAO membranlarm
iletkenligi beklendigi gibi CNM’e gore oldukga yikksek ¢ikmustr ve her ki durumda
da kaplama kalnh@ ile direng artisi gozlenmistir [114]. Sekil 3.20-E, CNM ve AAO
filmlerin gorsel olarak da ¢ok farkh olduklarini gostermektedir.
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D
Kaplama malzemesi Kalinlik {(nm) Direng (MQ)
0 oo
Karbon(C) 15 195.24 £ 2.97
25 624.54+ 10.13
o oo
Altin(Au) 15 22.77 £1.10
25 28.65 £ 2.05

Kaplama bulunmayan
A%O membran
\
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Sekil 3.20. A) Maskeleme i¢in kullanilan kalp ve Au ile maskelenmis CNM. B)
Maskelenmis CNM’in 151k mikroskobu ve C) sematik kesit goriintisii. D) Farkl
kalmliklarda Au ve karbon kaplama yapilan membranlarin direng degerleri.
Membranlar iizerinde c¢absilirken Olglimler aym mesafeden almmistir. E) 20 nm
karbonkaplanarak elde edimis CNM ve herhangi bir kaplama bulunmayan AAO
membran.

Son olarak, eclipsometre ile PECS cihaznda farkl kalnhklarda karbon kaplanan
silikon yongalarm kalnhk oOlgiimii yapilacaktr. Bu konu ile ilgli cahgmalar devam

etmektedir.
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Bu calbsmann hiicre cabsmalari Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve
Arastrma Merkezinde Prof Dr. Belma Ashm ile ortak olarak yiiriitilmektedir.
Devam eden c¢ahsmalarda bu amagla Sekil 3.21 de gosterilen diizenek
olusturulmustur. Buradaki hiicrelerle etkilesecek alan ve hacim hesaplanrken 96 Ik
mikroplakalarm deneysel kosullar1 distiniimiistiir. Hazrlanan substratlar ile hiicre
malzeme  etkilesimi an itibariyl  incelenmektedir. Burada norit  formuna
dondiiriilmeyen PC 12 hiicreleri ile  yapilan ik cahsmalarda cam yiizeye
tutunumlarmmn  kolajen gibi malzemelerle saglandigi  goriilmiistir. AAO  (okzalik
icinde Dbiiylitilen) membranlarda ise farkh bir bicimde hiicrelerin ek bir kaplamaya
ihtiyag  duymaksizn tutundugu ve membrann hiicre gelisimini stimule edici oldugu
gozlemlenmistir ve deneyler aktif olarak devam etmektedir.

Sekil 3.21. Substrat ile ilgili 6n ¢aliyma srasmda hazirlanan 0,8 cm ¢aph, 0,4 cm
derinlikte 0,2 cm® hacimdeki bir bolgede fosforik asitte biiyiitillen AAO membranm
aktif alan gOriintiisii.
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4.  TARTISMA VE SONUCLAR

AAO membranlar yiiksek safliktaki aliminyumun anotlanmasi ile sentezlenen essiz
bir biyomalzeme smifidr [9, 38]. Dikkat ¢eken kontrol edilebilir fiziksel 6zellikleri,
kolay modifiye olmasi yoniiyle kimyasal oOzellikleri ve swalh boshiklardan olusan
yapist e AAO membranlar biyomedikal miihendisliginde de yaygm olarak
kullandmaya baslanustir.  Ozellikle kemik hiicreleri ile yapilan c¢absmalarda AAO
membranlarm hiicre gelisimi icin uygun bir ortam oldugu ortaya ¢ikmustr [92].
Bununla beraber, ilag/gen tasmmmu, biyomolekiillerin ayristrilmasi,  biyosensor
uygulamalar1 ve hiicre etiketleme goriintileme gibi bircok alanda kullamlan nano
testtiiplerin  kalp-sentez metodu {iretimnde de AAO membranlar kalp olarak
kullanilmaktadir [53].

Bu tezin ik boliminde kalp sentez ve sol-jel metotlaryla AAO  membranlar
kullanlarak ~ tretilen SNT'lerle gogiis kanseri hiicrelerinin - segimli  olarak  yok
edilmesi iizerinde durulmustur. Uretlen AAO membranlarm, SNT'lerin, NH, —
SNT lerin ve FA- NH; - SNT'lerin karakterizasyonlarmda SEM, TEM, XPS, FT-IR
ve zeta potansiyeli Olctimleri kullamlmustr. SEM  analizleri srasnda diizenli AAO
membran yapist ve membranlardaki benzer por yapismin karakterizasyonu
yapimustr. TEM analizleri ile kalp sentez metodu ile benzer SNT'lerin yapilabildigi
gozlemlenmistir.  Geleneksel sol-jel metodu ile ¢ok miktarda wuzun tipler
yapilabilecegi goriimiisti. TEM analizlerinde son olarak tliplerin tam olarak jelle
doldurulabildigi tespit ediimisti. Bu sekide o©nceden kullanilan ve dezavantajlar
bulunan iyonik etkilesim tabanh ila¢ yilikleme stratejisi yerine bosluklari ila¢ dolu
jelle  doldurulabilen kompozit nanotastyicillarm yapilabilecegi  gosterilmistir.  XPS,
FT-IR ve zeta potansiyeli Olgiimleri ile FA modifikasyonunun dogru bir bigimde
yapildigi  tespit edilmisti. Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve
Aragtrma Merkezi ile ortak yiritilen hiicre c¢ahsmalarmda jel formiilasyonunun
optimizasyona ihtiyag duydugu belirlenmis ve c¢apraz baglayici miktar1 azaltip, ilag
miktartr artrilmustir.
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Disik pH degerlerinde salmm yapacak sekilde dizayn edimis jel ile doldurulan bu
yeni nesil ilag tastyicllarm kanser hiicreleri iizerinde saglkh hiicrelerden daha etkin
bir bigimde cabstigi tespit edilmisti. Bununla beraber dis yiizeylerine EDC-NHS
reaksiyonlart vasttasiyla FA  modifikasyonu yapilan SNT'ler kanser hiicrelerinde
saghkli hiicrelere nazaran bol miktarda bulunan FA reseptorler ile daha iyi bir
biginde etkilesmistir. Dolayisiyla, kanser hiicre hatlarmm, ilag icerikli jel ile
doldurulmus FA modifikasyonuna sahip SNT 5 kodlu ornekteki 6liim oram diigik
konsantrasyonlarda bile saghkh hiicrelerdekinden fazladwr. Ayrica, modifkasyon
malzemesinin, tiiplerin ya da jel icerignin herhangi bir sitotoksik etkisinin olmamasi
bu cahsmada ila¢ uygulamasmmn hiicreler tiizerindeki direkt etkisini gostermistir.
Sadece ila¢ kullanilarak yapilan sitotoksisite testlerimdeki Oliim oranmm ilag yiikki
kompozit SNT lere gore ¢ok daha diisik oldugu tespit edilen bir diger durumdur.
Hiicrelere yiiksek dozda ilag verilmesmin hiicrede ila¢ direncini artrdig
distiniilmektedir. Yaptigimiz c¢ahsmada 20 ng/ml ila¢ iceren SNT'lerin hiicreleri
Oldiirme oranmm serbest halde hiicrelere verilen yiikksek dozdaki ilagtan (200 ng/ml)
cok daha iyi oldugu goriimiistir. SNT ile tasman ilacm SK-BR3 hiicre hatti
tizerindeki Olim etkisi % 51,7 iken, serbest haldeki ilacm Olim oram % 46,0 da
kalmistr. Aradaki fark hiicrelerin ilag direnci gelistirmesi ile agiklanmaktadr. Buna
ek olarak, truva ati etkisi olarak bilinen yaklasimda tek bir nano tastyicmm hiicre
icine almmasi ile yiizerce ilag molekiiliiniin igeri almmasi s6z konusudur. Kanser
hiicrelerinde fazlaca bulunan FA reseptor sebebiyle FA-SNT'lerin hiicre igine
almmas1 ve asidik medyada jel igine hapsolmus ilacin salmmasi kolaylasmaktadir
[115].

Bu tezin ikinci boliminde CNMlerin = sinir-doku mihendisligi uygulamalart
tizerinde durulmustur. Literatiirde serbest AAO membran eldesi ile ilgili bahsedilen
yontemlerde kullanlan  kaplamalarm bir kisminda asit dayanmu olmadig, bir
kismmda da kaplamalari AAO poroz ylizeynden ayrmann miimkiin olmadig
goriilmiistir. Bu tespit akabinde, parafimn koruma kaplamasi olarak kullanildig
literatiirde bahsedilmeyen, ucuz ve basit bir yontem ile serbest AAO membranlar
elde edimistir. Okzalik asit ve fosforik asit igerisinde iki farkh tipte AAO membran
eldesi saglanmis olup, bu membranlarm kalp olarak kullamldizi CNM'lerin tiretimi
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yapiimustr. Okzalik asitte biiyiitilen membranlarda 6nceki projeden edindigimiz
tecribeden Otiirli iiretim asamasmnda bir sorun yasanmanustr. Fosforik asit i¢inde
biiyiitilen membranlarda ise literatirdeki benzer c¢algmalar dikkate alnarak {iretim
yapilmaya calgimis ancak kaynama problemi ve ik AAO tabakann yiizeyden
uzaklastrimasmmn glicligii sebebiyle okzalk asit icinde biiyiitilen membranlar da
kullanllan ki asamah anodizasyon yontemi kullandamamustr. Bunun yerine tek
asamah anodizasyon sonrasi olusan ik AAO tabakanmn kromat ¢ozeltisi ile ylizeyden
uzaklastirilmas1 yoluna gidilmistir.

AAO membranlarm kalp olarak kullanildig bu ¢alismada PVD metodu ile CNM ler
elde edimistir. Literatiirde rastlanmayan bu metotla elde edien CNM'ler SEM,
TEM, XPS, EDX ve DC Voltaj/Aki Kaynag kullanilarak topografik, kimyasal ve
elektriksel Ozellkleri bakmmndan karakterize edimistr. Ayrica TEM analizleri
sirasinda porlu karbon nanoporlu yiizeylere rastlanmis ve bu malzemenin kullanmmu
lle ilgli uygun cahsma arastriimaya baglanmistr. Aym TEM calgmalarn yme PVD
yardmiyla AAO icerisinde CNT benzeri yapilar iretilebilecegini de teyit etmistir.
AAO — CNM substrati hazrlanmis olip, TUBITAK tarafindan desteklenen bu
cahsmada PC 12  hiicre hatlarmn gelistirilmesi  ve  sitotoksisite ¢ahgmalarmna
gecilmistir.
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5.  GELECEK CALISMALAR

Ik bolimde detaylandmrilan, SK BR-3 ve MCF-12A hiicre hatlar1 {izerinde cahsilan,
SNT lerin ileriki donemde farkl hiicre hatlar1 ile ¢alsimasi giindemdedir. In-vivo
performanslart gerekli 6zgiil gruplar dekore edilerek &lciilebilir. Ornegin prostat
kanserinin tespitinde kullanilan prostat-6zgli antijen ile modifiye edilmis malzemeler
kullanilarak  teranostik uygulamalarm ¢ahsiimas1 diisiiniilmektedir. Ayrica kiiresel
siika nano pargaciklarla kanser hiicreleri {izerindeki etkileri bakimmdan da
karsilastriimas1  planlanmaktadr. Tip agwzlarma yapilacak polimer kapakgiklarla
(kork) [38] ilag salmmmmn daha kontrolli hale getiriimesi de gelecek ¢aligmalar
arasmdadr. AAO membranlarm anodizasyon siiresine bagh olarak SNT'ler farkh
boy ve c¢aplarda iretilip hiicreler {izerindeki etkilerinin incelenmesi de soz
konusudur. Son olarak SNT'lerin fagositik yollarla hiicreye almlarmm TEM
teknikleri ile tespit edilmesi ve incelenmesi planlanmaktadir.

Ikinci bolimde bahsedilen CNM'lerin PC 12 hiicre hatlan iizerindeki etkisinin
incelenmesi  i¢cin  uygun  substratlarm  hazrlanmasma  gegilmisti. ~ Hazirlanan
substratlar sayesinde malzemenin morfolojik, kimyasal ve elektriksel Ozelliklerinin
kontrol edilmesi amaclanmaktadr. Morfolojik Ozelliklerin kontrolinde farkh por
cap1t ve porozite degerlerine sahip AAO membranlar kullanlmustir. Kimyasal olarak
biiylime faktorlerinin nanoporlu substrat igerisinde varhgma dayanan bir uygulama
Oongoriimiistir. Son olarak da karbon kaplamann iletkenlignden faydalanarak
belirtilen hiicre hatlarmdaki gelisim  mekanizmasmmn incelenmesi amaglanmaktadur.
Bu ii¢ ozelligi etkin bir bigimde Olgmemize kolaylk saglayacak substratlarmn tasarmu
yapinustr ve &n cahsmalara baglanmustr. Ilerleyen donemlerde ise hiicre tutunum,
canlilk ve ndrit uzatma deneyleri aym aktif yilizey alanma (Sekil 5.1) sahip 6 farkh
substrat  iizerinde  floresan, optk ve  elektron mikroskop  yardmiyla
gerceklestirilecektir. Bahsi gegen 6 farkh substrat AAO, CNM ve CNM + \oltaj
durumlarmm ki farkh gozenek ¢ap1 i¢in incelenmesinden olusacaktr. Karbon
malzemenin  karakterizasyonunda Raman Spektroskopisinden faydalanilacak olup
tibiiler yapilarin varhgi arastmrilacaktir.
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Sekil 5.1. Hiicre tutunumu ve ndrit uzamasi i¢in kullanilacak substrat diizenegi.
CVD teknigi ile kaplanan ticari AAO membranlarin kullanildig1 elektroosmotik akis
yoniiniin kontrolii i¢in hazrlanan diizenekten esinlenerek [94] hazirlanan bu
diizenckte gerek sade AAO, gerekse CNM'ler 150 °C de parafilmin erimesiyle iki
cam arasinda sabitlenecektir. Diizenegin sterilizasyonundan sonra hiicre tutunum ve
norit uzama deneyleri i¢cin mikroplaka gorevi gorecek olan acikta kalan aktif alan
kullanilacaktwr. Elektriksel Ozelliklerin test edilecegi uygulamalarda, anot ve katodun
cozeltiyle etkilesimi s6z konusu degildir.
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