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Sentetik nanomotorlar ya da diger bir deyisle nanomakineler enerjiyi harekete ¢evirme
kabiliyetine sahip molekiiler veya nano o6l¢ekteki yapilardir. Hareket 6zelligine sahip olan
bu yapilar, istenilen 6zelliklerin saglanabilmesi adina boyut olarak biiyiitiilebilir ve bu
nedenden Otiirii nanomotor veya mikromotor adlandirmalart siklikla karsimiza
cikmaktadir. Nanoteknoloji alanindaki hizli gelismelerin sonucu olarak c¢ok kiiciik 6lgekli
motor yapilarinin sentezi (liretimi veya fabrikasyonu) ve uygulamalar1 oldukga ilgi ¢ekici
konulardan biri olmustur. Biyomedikal alan, goriintiileme teknolojileri, nanotip, nano
Olcekli tagima, gevre ve akiskan sistemler gibi farkli alanlarda nanomotorlarin kullanimi
s0z konusudur. Bu 06zel yapilar hareket mekanizmalari temel alinarak genel olarak
Katalitik (Yakitl) ve Yakitsiz Nanomotorlar olmak tizere iki ana sinifa ayrilmaktadirlar.
Sentetik nanomotorlar arasinda kimyasal bir yakit varliginda hareket ettirilen yapilar
oldukca yogun ¢alisilmaktadir. Bu grup nanomotorlar yiliksek hizlara sahip olup diisiik

derisimlerdeki yakit varliginda hareket edebilirler.

Bu tez calismasi kapsaminda iletken polimer temelli katalik nanomotorlarin sentezi ve
uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Sentezlenen nanomotorlarin dis katmanlar1 poli(3,4-

etilendioksitiyofen) (PEDOT)/poli(3,4-etilendioksitiyofen) karboksilik asit (PEDOT-



COOH) ve polipirol (PPy)/poli(pirol-3-karboksilik asit) (PPy-COOH) kopolimerlerinden
olusmaktadir. Membran-kalip teknigine gore elektrokimyasal yontemlerle hazirlanan
nanomotorlar sonrasinda antikor (antiHER2) ile immobilize edilmis ve bu antikor yiiklii
nanomotorlarin meme kanseri hiicre hattin1 (MCF-7) tanima kapasitesi aragtirilmistir.
Sentezlenen polimerik nanomotorlarin karakterizasyon c¢alismalar1 taramali elektron
mikroskobu (SEM), enerji dagilimhi X-151n1 spektroskopisi (EDX) ve elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS) ile gerceklestirilmistir. Ayrica, bu nanoyapilarin karbon
bazli elektrot yiizeyine modifikasyonu saglanmis ve durgun halde meme kanseri hiicre
hatt1 ile etkilesimi elektrokimyasal yontem (EIS) ile de incelenmistir. Ortaya ¢ikarilan
polimer temelli katalitik nanomotorlarin biyomedikal alanda mevcut yontemlere alternatif

olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nanomotor, Katalitik Nanomotor, Elektrokimyasal Depozisyon,

Kanser, Meme Kanseri, Meme Kanseri Hiicre Hatti



ABSTRACT

PREPARATION OF POLYMER-BASED CATALYTIC
NANOMOTORS AND THEIR APPLICATIONS

Hilmi Kaan KAYA

Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Filiz KURALAY

May 2022, 67 pages

Nanomotors are one of the classes of molecular or nano-scale structures that can convert
energy into motion. The dimensions of these motors can be enlarged in order to provide
the desired features, and for this reason, they can also be called micromotors. As a result
of the rapidly developing innovations in the field of nanotechnology, the synthesis
(fabrication) and applications of these very small-scale motor structures, which have a
mechanism of motion, have been one of the most interesting subjects of recent times.
Nanomotors are used in different fields such as biomedicine, nanomedicine, nanoscale
transport, environment, and fluid systems. Motion mechanisms are one of the essential
features that distinguish these structures from other nanomaterials, and these features
create two nanomotor classes which are named as "Fuel-Driven (Catalytic) Nanomotors"
and "Fuel-Free Nanomotors". Catalytic nanomotors have high speeds and can move in

the presence of low concentrations of fuel.

Within the scope of this thesis, the synthesis and applications of polymer-based catalytic
nanomotors were carried out. The outer layers of the synthesized nanomotors are
poly(3,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT)/poly(3,4-ethylenedioxythiophene)
carboxylic acid (PEDOT-COOH) and polypyrrole (PPy)/poly(pyrrole-3-carboxylic acid)

(PPy-COQOH) copolymers. Electrochemical methods were used in the template-asssisted



technique in order to prepare the nanomotors. After the fabrication processes were done,
the antibody (antiHER?2) was immobilized onto the nanomotors, and the capacity of these
antibody-loaded nanomotors to recognize breast cancer cell lines (MCF-7) was
investigated. The characterization studies of the prepared nanomotors were carried out by
scanning electron microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX), and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS). In addition to that, modification of these
nanostructures on electrode surfaces was performed, and the interaction with breast
cancer cell line was investigated without motion. It is believed that the synthesized
polymer-based catalytic nanomotors can be an alternative to existing methods in the
biomedical field.

Keywords: Nanomotor, Catalytic Nanomotor, Electrochemical Deposition, Cancer,
Breast Cancer, Breast Cancer Cell Line
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, nanometre 6lgii birimi seviyesinde en az bir boyuta sahip yenilikei
malzemelerin tasarlanmasin1 ve kullanimini inceleyen temel bilim, miihendislik ve
teknoloji uygulamalart i¢in kullanilan bir terimdir. Nanometre 6l¢ii mertebesindeki
malzemelerin 6zellikleri, ayn1 malzemelerin makro boyutlu yapilarinda tasidigi
Ozelliklerden 6nemli 6l¢iide farkliliklar gosterebilmektedir. Bu farkliliklarin getirdigi
avantajlar ise gilinlimiiz; kimya, fizik, malzeme bilimi, biyomedikal alan ya da c¢esitli
miithendislik uygulamalarinda nanoteknolojinin ise yarar ve akilli kullanimi ile 6ne
cikmakta ve her gecen giin gelisim gostermektedir. Glinlimiizde pozitif bilimden elde
edilen kazanimlar ve disiplinleraras: yiiriitiilen ¢alismalar, nano G6lgekte malzemelerin
tasarlanmas1 ve uygulamalar1 siireclerinde rol oynayan temel unsurlar arasinda yer
almaktadir [1-3]. Farkli morfoloji ve oOzelliklere sahip olarak tasarlanmis
nanomalzemeler énem arz eden disiplinlerin ortak noktalarindan biri olmustur (Sekil

1.1).

Nanoteller
*

Nanomotorlar

I
I
! MoS, nanoparg¢aciklar

-

T
Nanogubuklar

Nanofilmler *-

Nanotiipler

Kuantum ¢
Noktalari

1
*
Nanokompozitler

Sekil 1.1. Farkli 6zelliklere sahip nanomalzemelerin uygulama alanlar1 [4].



Nanomalzeme bilimi ve teknolojisi; -biyolojik alanlar da dahil olmak {izere- yiiksek
performansli malzeme siniflar1 olusturmak, yeni nano cihaz konseptleri gelistirmek,
hedeflenen o6zelliklere yonelik izole nanoyapilar sentezlemek ve bu yapilarin
bilesenlerini bir araya getirmek amaciyla caligmalar yiiriitmektedir. Nanobilimin;
kimya, elektronik ve biyoloji ile olan bu bagi sentezlenen yeni nanoyapilarin
karakterizasyonlar1 i¢in daha gelismis araclarin kesfine olanak sunmakta ve
nanomalzemelerin bilim ve teknolojisinin ilerlemesine ilham vermektedir [5]. Karbon
nanotiipler, grafen, grafen benzeri iki boyutlu (2D) malzemeler, kuantum noktalar,
nanokompozit yapilar ya da nanotel/nanogubuk seklindeki yapilarin sentez teknolojisi,
gelisen karakterizasyon yontemlerinin de etkisi ile giinlimiizde hiz kazanmis ve yaygin
bir bicimde arastirma & gelistirme (AR-GE) ve iiretim siireclerinde yer almaya
baslamistir. Taramali elektron mikroskopisi (SEM), atomik kuvvet mikroskopisi
(AFM), c¢esitli X-1smlar1 analiz yontemleri (enerji dagilimli X-1s1m1 spektroskopisi,
EDX; X-151n1 fotoelektron spektroskopisi, XPS gibi) ya da elektrokimyasal teknikler
(doniisimlii voltametri, CV; elektrokimyasal empedans spektroskopisi, EIS gibi)
nanoyapidaki malzemelerin gelistirilmesi ve uygulamasi alanlarinda etkin olan
karakterizasyon tekniklerinin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Nanomotorlar ise
s6z konusu olan nano 6lgekteki bu gelisim siireglerinin, yenilik¢i ve kesfedilmeye acik
bir arastirma sahasini olusturmaktadir. Bu sebeple oOzellikle son iki on yilda
nanomotorlarin topladig1 ilgi, nanoteknoloji ve tretim endiistrisinin de getirdigi
yeniliklerle bilimsel arastirma ve uygulama siireclerine nanomotorlarin artarak dahil

olmasini saglamistir.

Nano/mikromotorlar, enerjiyi otonom harekete doniistiirme yetisine sahip ve genellikle
pikonewton (pN) mertebesinde bir gii¢ liretme yetisinde olan laboratuvar yapimi (insan
yapimi) nano/mikro 6lgekli yapilar i¢in verilen isimdir [2, 6, 7]. Bu ¢ok kiigiik 6lgekli
aygitlar otonom, kendi basina hareket etme Ozelligine sahiptirler. Nano o6lcekli
makinelerin kullaniminin sagladig1 fayda; ilag tasinimi, nano/mikro boyutlu yiik veya
kargo tasmimi, sensOr teknolojisi, invazif olmayan biyomedikal amagli cerrahi
uygulamalar gibi birgok farkli alanda Onem tasimaktadir [6, 8-12]. Nano/mikro
Olgekteki motorlarin  6zellikle yilizey fonksiyonellestirilmesi gibi modifikasyon

siireclerine tabi tutulmasi, bu motorlarin belirli yapilarla secici sekilde etkilesime
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girmesine olanak saglayarak uygulama alanlarini etkin bir bicimde gelistirmekte ve
genigletmektedir [13]. Kendiliginden hareket mekanizmalarina sahip olan nanomotorlar,
uygun yiizey modifikasyonlari ile de birlestirildiginde bir¢ok nano boyuttaki yapidan
farklilik kazanabilmekte ve hareket mekanizmalarinin sagladigi hizli etkilesim,
izolasyon, manevra kabiliyeti gibi avantajlarla; medikal, enerji ya da g¢evre
uygulamalari, besin kalite kontrol gibi farkli alanlarda iistlinliik saglama potansiyeline
sahip olmaktadir. Hareket mekanizmalarmma bagli olarak nano/mikromotorlar; yakit
kullanimi ile kendiliginden hareket eden (katalitik) ve elektromanyetik dalga, manyetik
kuvvet, akustik alan, 151k etkisi ya da ultrasonik ses dalgalar1 gibi dis enerji
kaynaklarimin kullanimi ile hareket 6zelligi kazanan yakitsiz nano/mikromotorlar olarak
smiflandirilabilmektedir [14-16]. Nanomotorlarin kullanilmakta oldugu alanlardan
ozellikle biyomedikal teknolojilere hitap eden nanotip, kimyasal sensor, fonksiyonel
yiizey tasarimi, hiicre tanima, hiicre i¢i kargo ve yiik taginimi gibi uygulamalar insan ve
baska canli yasaminin idamesi ve yasam kalitesinin arttirilmast adina olduk¢a dikkat

¢eken galismalar arasindadir [17].

Bu baglamda, tez ¢alismalar1 kapsaminda ¢agimizin 6liim orani en yliksek hastaligi olan
ve kesin tedavisi halen ¢ogu tiirlinde bulunamamis olan kanserin teshisine yonelik,
timor hiicrelerini taniyan katalitik nanomotor sistemlerinin gelistirilmesi {izerine
calismalar gerceklestirilmistir. Bu nedenle, biyomedikal alanda kullanim potansiyeline
sahip olabilecek dis yiizeyi fonksiyonel grup igceren polimerik nanomotorlarin
hazirlanmas1 ve meme kanser hiicrelerini (MCF-7 hiicre hattindan elde edilen) teshis
etmede kullanilmasina yonelik arastirmalar yapilmistir. Akciger kanserinden sonra
diinyada goriilme siklig1 en yiiksek olan kanser tiirii meme kanseridir. Ayrica, meme
kanseri kadinlarda kanser tipleri icerisinde en fazla goriilen ve en fazla 6liime neden
olan kanserdir [18]. Elektrokimyasal ydntemlerle membran-kalip teknigine gore
sentezlenen polimerik nanomotorlarin dis katmanlari poli(3,4-etilendioksitiyofen)
(PEDOT)/poli(3,4-etilendioksitiyofen) karboksilik asit (PEDOT-COOH) ve polipirol
(PPy)/poli(pirol-3-karboksilik asit) (PPy-3-COOH) kopolimerlerinden olusmaktadir. I¢
katmanlar ise sirastyla platin (Pt), Pt-nikel (Ni) ve Pt segmentlerinden olugmaktadir.
Sentezlenen nanomotorlarin yiizey morfolojilerinin, yapisal kompozisyonlarinin ve
elektrokimyasal Ozelliklerinin anlagilabilmesi adina karakterizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bu calismalarda taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji

dagilimli X-151m1 spektroskopisi (EDX) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi
3



(EIS)’den faydalanilmistir. Hazirlanan nanomotorlarin hareketi hidrojen peroksit (H,0,)
yakit1 varliginda gergeklestirilmistir. Meme kanser hiicrelerini (MCF-7 hiicre hatti)
diger hiicrelerden 6zgiin olarak ayiran ve boylelikle kanserli hiicre teshisini saglayan
nanomotorlarin bu 6zelligi dis yiizeylerine MCF-7 hiicre hattin1 tanimaya yonelik olarak
antiHER2 antikoru immobilize edilerek kazandirilmistir. Ek olarak, EIS yontemi ile
nanomotor modifiye kalem grafit elektrotlar (PGE’ler) ile olusturulan yiizeylerin meme
kanseri hiicre hatt1 ile etkilesimi incelenmistir. Sentezlenen nanomotorlarin iletken
polimer temelli olmas1 ekstra modifikasyon basamaklarin1 ortadan kaldirmis ve yiiksek
hizda hareket gibi avantajlar saglamigtir. Tez caligmalar1 ile elde edilen bulgular

dahilinde 6ne ¢ikan hususlar su sekilde 6zetlenebilir:

- Meme kanseri tanist icin fonksiyonel polimer temelli nanomotorlar
tasarlanmistir.

- Disiik derisimlerdeki yakit varliginda diizgiin ve kontrollii hareket eden yapilar
sentezlenmistir.

- Fonksiyonel nanomotorlar antiHER2 immobilizasyonu igin etkin platformlar
olmuslardir.

- Klasik kanser tani yontemlerine alternatif olabilecek pratik bir nanoteknoloji

gelistirilmistir.

Nanomotor temelli ¢aligmalar oldukga ilgi ¢ekici ve etki degeri yiiksek arastirmalar olup
tez kapsaminda ortaya cikarilan bulgularin yaygimn etkisinin iyi diizeyde olacag:

degerlendirilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Nanoteknolojinin, nanometre 6l¢li birimi seviyesinde en az bir boyuta sahip yenilikg¢i
malzemelerin tasarlanmasi siireglerini inceleyen ve gelistiren yeni bir ¢aligma sahasi
olmasinin temelleri ilk kez 1959 yilinda Fizik¢i Richard Feynman’in Kaliforniya
Teknoloji Enstitiisti'nde yaptig1 “Asagida Daha Cok Yer Var” baslikli konusmasi
sonrasinda atilmistir. Bu konusmadan kisa bir siire sonra iiretilen kiiciik 6lcekli elektrik
motorunun kesfi ise cihazlarin minyatiirizasyonunun nanoteknoloji gibi yeni ¢alisma
sahalarmin onlinii agacagini isaret etmistir [6]. Sentezlenen malzemelerin/cihazlarin
boyutlar kiiclildiikce davranislarinda meydana gelen farkliliklar bu yeni teknolojinin
onemli ilgi alanlarindan birkagini olusturmakta ve lizerine yapilan ¢aligmalar1 giincel

tutmaktadir [19-21].

Nanomotorlar ise gelisen bu yenilik¢i teknoloji ile sentezlenen, insan viicudu ya da
dogada bulunan dogal makineleri taklit etme diisiincesi ile kesfedilmis nano boyutlu
malzemeler arasinda yer almaktadir [22, 23]. Bu yapilarin uygulama alanina gore
etkinligini artirmak iizere boyutlar1 ayarlanabilmektedir ve bu nedenle mikromotorlar
baslig1 altinda da ayni1 amagla kullanilan yapilar incelenebilmektedir. Amaca uygun
gerceklestirilen modifikasyon, fonksiyonellestirme ve segment (katman ya da tabaka)
ekleme iglemleri motorlarin performansini iyilestirmektedir. Nano/mikromotorlari diger
nanomalzemelerden ayiran en belirgin 6zellik veya farkliliklari ise siiphesiz ki hareket
mekanizmalaridir. Hareket 6zellikleri ile nanomotorlar yiiklerini/kargolarini bir
lokasyondan baska lokasyonlara iletebilmekte, istenilen fonskiyonellestirme ile de
belirli yapilarla spesifik olarak etkilesime girebilmektedirler. Spesifik etkilesim, etkin
ve kontrollii hareket mekanizmasi ile daha kisa siirelerde gerceklestirilebilmektedir.
Nano/mikromotorlar hareket mekanizmalarinin igerdigi farkliliklar ile genel olarak

katalitik (yakitl1) ve yakitsiz olarak siniflandirilabilmektedir.



Katalitik nano/mikromotorlar hareket 6zelliklerini yapilarinda bulunan katalitik kisim -
Ornegin platin, rutenyum gibi metalik katmanlar- ve ortamdaki halihazirda mevcut olan
veya sonradan ortama eklenen hidrojen peroksit (H,O,) gibi yakitlar varliginda
meydana gelen ara ylizey kimyasal reaksiyonlar ile kazanmaktadir. Gergeklesen
kimyasal reaksiyonun tiirtine gore katalitik nano/mikromotorlar hareketlerini baloncuk
olusturarak -bir diger deyis ile- kabarcik geri tepme mekanizmasi araciligiyla ya da
ortamda bulunan hidrojen peroksit gibi yakitlarin foto-Katalitik bozunumu sonrasi
olusan kendiliginden itme mekanizmalar1 araciligi ile kazanmaktadirlar [24, 25].
Nanomotorlar gibi kiigiik makinelerin; biyomedikal, kimyasal (biyo)sensorler, sulardan
toksik maddelerin arindirilmasi, nano 6lgekli hiicre i¢i tasima ve montaj islemleri, mikro
akiskan sistemlerde kargo hareketi gibi farkli uygulama alanlarinda giincel kullanimlari

gelisen disiplinlerarasi ¢alismalar ile artarak devam etmektedir [17, 26, 27].

2.1. Nanomotorlar (Nanomakineler)

Bir terim olarak, nanomotor, enerjiyi otonom harekete doniistiirme kabiliyetine sahip
yapay nanomakine icin verilen isimlendirmedir. Bu yapilarin ¢ogunlukla iiretebildigi
giic pikonewton (pN) seviyesinde gozlemlenmektedir [7, 17, 28]. Bu sentetik
makinelerin tasarimi ¢evremizde gordiigiimiiz veya sahip oldugumuz biyolojik motor
mekanizmalarindan esinlenerek ortaya ¢ikarilmistir. Nano/mikromotor yapilarin
barindirdiklar1 6zellikler, ornegin farkli hareket mekanizmalari, bu yapilara bilim
diinyasinda ¢esitli yenilik¢i kullanim alanlar1 sunan avantajlar kazandirmaktadir.
Yapisindaki katalitik malzeme ve ortamda bulunan ya da harici olarak eklenen yakit ile
gerceklesen ara yiizey kimyasal reaksiyonlar1 sayesinde hareket ozellikleri kazanan
nano/mikromotorlar katalitik nano/mikromotorlar olarak adlandirilirken isbu hareket
ozellikleri ortamda herhangi spesifik bir kimyasal yakit bulunmadan da, Ornegin
manyetik kuvvetler ya da ultrasonik ses dalgalart gibi, gergeklesebilmektedir.
Hazirlanma siirecinde sentezlenen ya da hazir hale getirilen nanomotorlarin boyutlari,
bu islevsel nanomakinelerin kullanim sahasina bagli olarak farkli yiizey
modifikasyonlar1 ya da katmanlar icermektedir ve bu sebepten Otiirii ortaya c¢ikan
malzemelerin boyutlar1 yer yer mikrometre seviyesine de ulasmaktadir. Bu sebepten

otliiri bilimsel literatiirde ayn1 maksat ile kullanilan kiigiik oOlgekli hareket



mekanizmasina sahip yapilar mikromotor ve nanomotor olarak isimlendirilmektedir

[28-31].

2.1.1. Nanomotorlar Calismalarina Ait Tarihge

Nano 06lgekli tasiyicilarin kesfi nanobilimde oldukg¢a onemli bir yere sahip olmustur.
Nano/mikromakinelerin bilimsel literatiirde ilk kullanimi 2004 yilinda Ayusman Sen ve
calisma  arkadaglart  tarafindan  gergeklestirilmistir  [28].  Olusturulan  bu
nano/mikromotor otonom hareket kabiliyetine sahip, bimetalik nanotel gubuk seklinde
tasarlanmig, Pt ve altin (Au) segmentlerden olusturulmustur. 370 nm c¢apinda ve 1 um
uzunlugunda olan bu yapi, hareket 6zelligini Pt segmenti sayesinde kimyasal yakitinin
(%2-3 derisimindeki H,O,) bozunarak su (H,O) ve oksijen gazina (O,) doniisimii
reaksiyonu ile kazanmistir. Tepkime 2.1, bu motorda kimyasal yakit varliginda
gerceklesen kimyasal reaksiyonu gostermektedir. Bu yapilar agiga ¢ikan O, sayesinde

kabarcik itme mekanizmasina dayali olarak hareket etmektedirler.

Pt
2 H,0, s) — 2 H,O st O, (@ (Tepkime 2.1)

Tarihsellik degeri agisindan bir diger onemli nano/mikromotor ¢aligmasi ise 2004
yilinda Crespi ve arkadaslar1 tarafindan Pennsylvania Devlet Universitesinde
raporlanmigtir [29]. Calisma, sulu ortama hidrojen peroksit yakitinin eklenmesiyle
otonom hareket kazanan Pt-Au ¢ubuklar (teller) seklindeki nanomotorlar
kapsamaktadir. Raporlanan sonuglar, ilgi cekici bir sekilde hazirlanan nanomotorun
uzunluk ve hiz bakimidan ¢ok kamgili bakteri (4 pm uzunluk ve 8 pum/s hiz) ile
korelasyon halinde oldugunu gostermistir [30]. 2008 yilinda Joseph Wang'in ortaya
cikardigi Au/Pt kompozisyonundan olusan bimetalik tabakaya karbon nanotiip ekleme
fikri (Au/Pt-CNT motorlar), nanotel seklindeki yapilarin hizlari yiiksek oranda
artirmig ve glinlimiiz nano/mikromotor hazirlama siireglerine dair olduk¢a yapici
katkilarda bulunmustur [31]. Kullanilan karbon nanotiip derisiminin 0,50 mg/mL
oldugu calismada, ortaya c¢ikarilan asimetrik metal nanotel motorlarin hizlar1 hidrojen
peroksit yakiti varliginda ortalama 50-60 pum/s’leri bulmustur. Bu esnada yakita ait

derigimler degistirilmis ve farkli miktarlar calisilmistir. Hidrojen peroksit derisimin



%15 (a/a)’1i buldugu ortama hidrazin gibi baska bir kimyasal yakitin da etkisi ile birlikte
motor hizlarimin 94 um/s’ye ulastig1 tespit edilmistir. Bu esnada ise %2,5’lik hidrojen
peroksit ve %0,15’lik hidrazin kullanilmistir. Bazi motorlarin ise hizlarmin 200 pum/s
civarinda oldugu goriilmiistiir. Yaklasik 2 yil sonra ise Oliver G. Schmidt ve ekibi
tarafindan Pt, demir (Fe) ve titanyum (Ti) segmentlerden olusan mikrotiibiiler motorlar
gelistirilmistir [32]. Literatiirdeki ilk in vivo g¢alisma ise mide 6z suyunda bulunan
gastrik asidi yakit olarak kullanan poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT) ve ¢inko (Zn)
segment iceren ve 2015 yilinda Joseph Wang ve Lianfang Zhang tarafindan literatiire
kazandirilmig olan mikromotorlardir (PEDOT/Zn motorlar) [33]. Bu ¢alismaya ait
deneysel siire¢ canli olarak farelerde gergeklestirilmistir. Fareye enjekte edilmis motor
yapilar kontrollii olarak mideye yonlendirilmistir ve kontrollii ila¢ saliminda
kullamilmistir. Gastrik asit varliginda Zn segment, Zn(Il)’ye yiikseltgenmis ve ayni
zamanda hareketi saglayan hidrojen gazi (Hy) ortaya ¢ikmistir. Yapilara ait boyutlar ise
20 um boy ve 5 um ¢ap olarak belirtilmistir. Yakin bir zamanda ise Samuel Sanchez ve
calisma arkadaslar1 tarafindan bakteri enfeksiyonlarinda kullanilmak iizere
antimikrobiyal nano ve mikromotorlar gelistirilmis ve in vivo uygulamalari yapilmistir
[34]. Biyouyumlu bir hareket kaynagi olan iireaz enzimi varliginda hareket eden bu
motorlar katyonik antimikrobiyal peptidlerin silika mikro ve nanopartikiiller iizerine
immobilizasyonu ile elde edilmislerdir. Canli olarak fare modelinin kullanildig:
deneylerde mikromolar (uM) mertebesinde gram (+) ve gram (-) bakteri tiirlerine kars1
bakterisidal aktivite gozlenmistir. Motor hizlarinin 200 mmol/L iire varliginda 3,1 £+ 0,3

um/s ve 4,3 + 0,5 um/s arasinda degistigi bildirilmistir.

Gilinlimiizde gelisen sentez ve karakterizasyon yontemleri ile tasarlanabilen motor
yapilar genis bir ilgi uyandirmaktadir. Bu mikro/nanomotor sistemlerinin; dekore
edilme, kapsiilleme veya islevsellestirme yoluyla birden fazla tamamlayici bileseni tek
bir iglevsel sisteme entegre etmek icin uygun platformlar olusturmada kullanildig:
bilinmektedir. Devaminda ise genis bir uygulama yelpazesi altinda arastirmalar
sunulmaktadir [35]. Bu sentetik akilli nano/mikro Olgekteki makineler, akilli
algilamadan cevresel iyilestirmeye, hedefe yonelik kontrollii ilag salimina, tanima ve
teshis amagh kullanima, cerrahi operasyonlara ve diger bir¢cok gelecek vaat eden
uygulamalara diger klasik sistemlere gore avantajlar1 sayesinde hizla adapte olmus ve

yeni teknolojilerin gelistirilmesine yol agmustir [36, 37].



2.1.2. Nanomotorlarin Hareket Mekanizmalari

Halihazirda gelistirilmis nano/mikromotorlarin hareket mekanizmalarini tarif eden
bilimsel literatiirde bir¢ok rapor mevcuttur [10, 38-41]. Bu hareket mekanizmalari
arasinda nanomotorlarin hareket yonlerinin kontrolii {izerine etki eden en Onemli
mekanizmalardan birisi olarak katalitik hareket karsimiza ¢ikmaktadir. Bu motor grubu
genel olarak yapilarinda bulunan katalitik tabakalarin sayesinde ortama eklenen veya
dogal ortamda bulunan bir yakitin bozunmasi1 asamasinda ag¢iga ¢ikan tiirlerin sagladigi
kabarcik etkisi ile hareket ederler. Bu esnada ilk asamada yakitin katalitik tabakaya
difizyonu onemlidir. Diger bir yaklasim ise kimyasal gradyan farkina bagli olarak
kendiliginden elektroforez olusumudur. Bu yaklagimlara bagli olarak gelistirilen
tiibiiler, gubuk ve Janus yapisindaki motorlara ait ¢esitli calismalar kapsayici bir sekilde
sunulmustur [42-44]. Sentezlenen ilk nanomotor smiflarindan olan katalitik hareket
mekanizmasina sahip yapilar, platin gibi katalitik 6zellikler gosterebilen tabakalarin
kimyasal bir yakit varliginda, hidrojen peroksit ya da hidrazin gibi, dekompozisyonu
(bozunmasi) sonucu hareket edebilmektedir [31, 38, 45, 46]. Canlilarin biyolojik
ortamlarinda da mevcut olan diisiik derisimli hidrojen peroksitin fizyolojik siireglerde
onemli etkilerinin oldugu fakat yiiksek derisimlere erisildiginde bu etkinin toksik
ozellikler gosterebildigi bilinmektedir [47]. Bu nedenle, 6zellikle biyomedikal ekipman
teknolojilerinin gelistirilmesi gibi oncelikli alanlara hitap edebilecek sentetik katalitik
makinalarin biyouyumluluk ve diisiik yakit gereksinimi gibi nitelikleri olduk¢a 6n plana
cikmaktadir. Kolay sentez asamalari, efektif ve hizli oluslar1 sebebiyle tercih edilen bu
hareket mekanizmasina sahip motorlarda bu sebeple diisiik yakit varliinda hareketin
saglanmasi en onemli aragtirma alanlarindan biri olmustur. Ayrica, glincel nanomotor
caligmalar1 arasinda mide sivisi gibi dogal, su gibi toksik olmayan ortamlarda hareket
edebilen motor yapilarin ortaya konulmasi 6nem arz etmektedir [33, 48]. Ek olarak,
enzim gibi biyomolekiiller sayesinde hareket 6zelligi kazandirilmis motorlar da dikkat

cekmektedir [49, 50].

Katalitik motorlarin yakit gereksinimine alernatif olarak gelistirilen yakitsiz motorlarda
ise hareket Ozelligi harici bir etki varliginda kazandirilmistir. Bu harici kuvvetler;
manyetik, elektrik ve akustik alan, ultrasonik dalga ya da 1sik ile kontrollii uyarma
sekilde siniflandirilmaktadir. Yardim alinan harici kuvvetin tiiriine gére nanomotorlarin
fiziksel bi¢imi; tel pargacik, spiral ya da Janus partikiil seklinde tasarlanabilmektedir

[13, 15, 51-54]. Hareket 6zellikleri, hiz ve hareket yonii kontrolii agisindan her iki sinif



nanomotorlar da cesitli avantajlar saglamaktadir. Ornegin, manyetik bir segmente sahip
ve disiik yakit varlifinda hareket eden nanomotorlar manyetik segmenti sayesinde
kontrollii hareketin saglanmasi ile birlikte spesifik hiicre tanima, kontrollii ila¢g taginim
ve salim gibi uygulamalarda rahatlikla kullanilabilir. Manyetik segment sayesinde
kontrol dis bir miknatis (magnet) ile gergeklestirilir [46]. Sekil 2.1°de literatiirden
faydalanilarak hazirlanmis ve hareket mekanizmalarima gore smiflandirilmig sematik

gosterim verilmektedir [55].

‘\ po H,0,(5) _smakist | 2H+2e+H,0, ()
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Sekil 2.1. Nano/mikromotorlara ait hareket mekanizmalar1 [55].

Hareket mekanizmasi ayni zamanda nanomotorlarin simniflandirmasi icin temel unsur
oldugundan, nanomotorlar ana olarak iki grupta siniflandirilabilmektedir: Katalitik
(Yakath) ve Yakitsiz Nanomotorlar. Bu siniflandirma haricinde yapilan ve kabul géren
bagka bir siniflandirma ise fonksiyonellestirme mekanizmalarina dayalhidir. Bu
siiflandirmada ise Biyo Nanomotorlar, Hibrit Motorlar, Mekanik Motorlar, Atomik
Nanomotorlar, Optik Nanomotorlar gibi alt gruplar olusturulmustur. Ayrica, sekilsel

veya kompozisyona bagli ayrim da yapilabilmektedir [17, 41, 56].
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2.1.3. Nanomotorlarin Sentezine Ait Yaklasimlar

Nanomalzeme sentezinde yaygin olarak kullanilan sentez agamalari nano ve
mikromotor sentezinde de s6z konusudur. Bu yaklasimlar asagidan-yukar1 ve
yukaridan-asagi olmak iizere iki tiirliidiir [3, 57]. Bu yaklasimlardan ilki olan asagidan-
yukar1 yaklagim; tasarlanan motorlarin atomik ve molekiiler seviyede olusturulmasini
saglarken yukaridan-agsagi yaklagim ise; mikro ve makro boyutlarda yapilarin
tasarlanmasina olanak sunar [58, 59]. Literatiirde, nano/mikromotorlarin sentez sonrasi
aldiklar1 formlarin genel itibari ile; tiibiiler, Janus pargacik, tel veya ¢ubuk, helikal,
spiral ve kendiliginden diizenlenmis polimerik nano/mikromotor yapilar seklinde
oldugu gozlemlenebilmektedir [41]. Sekil 2.2°de sentez asamalarinda kullanilan

asagidan-yukari ve yukaridan-asagi yaklagimlari genel hatlari ile gosterilmektedir.

Iﬁanomotor Sentea

|
[ |

Asagldan-yukaLI FYukamdan-asagi-l

Atomlar/Molekiiller Konvensiyonel
— l kL motorlar

Kefldlhgmden Mikromotor
diizenlenme =

|
L Nihai Yap1 J

Sekil 2.2. Motorlarin sentez asamalar1 [41].

2.1.4. Nano/Mikromotor Uygulamalan

Nanomotorlar ait olduklari1 siniflar icerisinde birden fazla uygulama alani yaratan,

barindirdiklart farkli hareket mekanizmalar1 gibi ozellikleri ile de farkli uygulama
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alanlarin1 oldukc¢a zenginlestirme potansiyeline sahip Onemli yapilar olarak goze
carpmaktadir. Katalitik nano/mikro motor sinifi hidrojen peroksit gibi kimyasal yakitlar
varliginda barindirdiklar1 kompoziyon ve geometriden fayda saglayarak gercek sistem
uygulamalarinda dikkate deger kontrollii hareket ve hiz 6zellikleri gosterebilmektedir.
Biyolojik sistemler i¢in kullanilan hidrojen peroksit gibi yakitlarin toksisite 6zellikleri
her ne kadar limitleyici bir faktor olarak géze carpsa da minyatiirlestirmeye acik sensor
aygitlari, kontrollii ilag salimi1, nanocerrahi ya da kirli sularin temizlenmesi gibi ¢evresel
uygulama alanlarinda nano/mikromotor kullanimi literatiir uygulamalarinda basariyla
gosterilmektedir [56, 60, 61]. Sekil 2.3’te nano/mikromotor yapilara ait uygulama
alanlar1 6zetlenmektedir. Bu uygulama alanlar1 temel alindiginda, sentetik motorlarin
ozellikle biyomedikal uygulamalar agisindan {imit verici sonuglara sebep olmasi
oldukg¢a dikkat ¢ekmektedir. Bu uygulamalarda, ortaya konulmus in vitro ¢alismalar
gelecekte in vivo ¢alismalarin daha siklikla ve kolaylikla hayata gegirilecegini isaret
etmektedir [13, 33, 62-64]. Kanser gibi ¢agimizin tehlikeli ve Oliimciil hastaliklari
diistiniildiigiinde; halihazirda siirdiiriilen in vitro ve in vivo nanomotor ¢aligmalari, bu
yapilarin kanser tan1 ve tedavisi gibi 6nemli alanlarda da salt goriintiileme ajani olarak
degil, ayn1 zamanda teshis ve tedavi edici unsurlar olarak da ele alinabilecegini
gostermektedir [65]. Canliya enjekte edilebilecek veya viicuda yerlestirilebilecek,
hedefe yonelik kontrollii harekete sahip motorlar ile dnemli mesafeler katedilecegi
asikardir. Bu asamada, hastaliklarin erken ve hizli tespitine yonelik olarak gelistirilen

tani/teshis veya (biyo)sensor arastirmalari oldukg¢a heyecan vericidir [15, 54, 66, 67].
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Nanomotor Uygulamalari I
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Sekil 2.3. Nanomotor yapilara ait uygulama alanlar1 [40, 41].

2.1.4.1. Hastalik Teshisi ve Sensor Amach Motor Uygulamalar

Nano 06l¢ekli makinelerin farkli hastaliklarin tanisinda kullanilabilecek teshis ve tam
amacl uygulamalar ilgi ¢ekmektedir. Ayrica, bu nano 6l¢ekli insan yapimi makineler
(biyo)sensor amacl kullanilarak yiiksek hassasiyette kantitatif sonug iiretebilir. Bu
calismalarda ana hedef duyarli, hizli ve segici platformlarin tasarlanmasi ve
gelistirilmesidir. Bu uygulamalarda hareket mekanizmasina sahip yapilarin etkin bir
sekilde kullanim1 ve klasik sistemlere saglayabilecegi avantaj ve {istlinliikler
vurgulanmaktadir. Ornegin, nano/mikromotorlar biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek
proteinlerin izolasyonu ve tayini, deoksiriboniikleik asit (DNA) tayini, riboniikleik asit
(RNA) tayini, hiicre tanima ve izolasyonu ve diger énem arz eden biyomolekiillerin
tayini gibi arastirmalarda basari ile kullanilmislardir [68-70]. Yapilan ¢alismalar motor
yiizeylerinin hedef analiti taniyan ve spesifik olarak etkilesime giren biyomolekiillerle
immobilize edilmesi veya fonksiyonellestirme islemlerine tabi tutulma asamalarinin
aragtirmanin etkinligi ve ortaya konulan analitik sistemin performansinin ortaya
cikarilabilmesi adina olduk¢a onemli etkenler oldugunu gostermektedir [46, 71-74].
Katalitik tiibiiler veya ¢ubuk/tel seklindeki yapilar ele alindiginda ise dis yiizeylerin
veya bir segmentin polimer ya da altin olmas1 fonksiyonellestirme, modifikasyon ve

immobilizasyon asamalarini kolaylastirmaktadir [67, 75]. Yapilan ¢alismalarda isaret
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edilen bir diger durum ise fonksiyonellestirme islemleri sonrasi nanomotora ait yiik
arttikga ve sulu ¢ozelti ortamindan gercek ortamlara (serum, hiicre ortami, idrar gibi)

gecildikge motor hizlarinin azaldigidir [15, 76].

Fonksiyonel motorlarin tasarlanmasi hedefi géz oniinde bulunduruldugunda 6zellikle
tiibiiler katalitik motorlarin hazirlanmasinda sagladiklar1 avantajlar ve ¢ogu zaman
kendi sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar ile immobilizasyon ve modifikasyon
basamaklarin1 kolaylastirmalar1 ve azaltmalar1 nedeniyle iletken polimer temelli
motorlar 6ne ¢ikmaktadir. Ornek vermek gerekirse, 2012 yilinda yaymlamis olan bir
calismada Kuralay ve calisma arkadaslari elektrokimyasal yontemlerle hazirlamig
olduklar1 poli(3-aminofenilboronik asit) (PAPBA)/Ni/Pt motorlar ile monosakkaritlere
duyarli bir sistem gelistirmislerdir [46]. Polimerik yiizey sayesinde motor yiizeyine ayri
bir modifikasyona gerek kalmamistir. Ayrica, bu makineler glikoz inkiibe edilmis
polistiren partikiilleri bir ortamdan baska bir ortama rahatlikla tagiyabilmislerdir. 2013
yilinda Orozco ve arkadaglari tarafindan literatiire kazandirilmis bir ¢alismada protein
tayini ve izolasyonu i¢in PEDOT/Pt-Ni ve fluoresein izotiyosiyanat (FITC) isaretli
avidin (Av-FITC) ile molekiiler baskilama yontemine dayali yapilar hazirlamistir [77].
Bu motorlar serum ve tiikiiriik 6rneklerinde rahatlikla hareket ederek hedef protein
molekiilinii  tanimistir.  Nguyen ve Minteer 2015 yilinda yaymlanmig olan
calismalarinda PEDOT/Au motor yapilari sentezleyerek prop DNA immobilize etmisler
ve hedef DNA’y1 tayinde kullanmiglardir [78]. PEDOT/Au motorlarin
merkaptoundodekanoik asit ile muamale edildigi ve sonrasinda karboksil gruplarinin N-
hidroksisiiksinimit (NHS) ve 1-(3-dimetilaminopropil)-N’etilkarbodiimit hidrokloriir
(EDC) ile aktive edildigi calismada olusturulan yiizey DNA tayini i¢in tasarlanmustir.
Daha yakin zamanl literatiir caligmalar1 incelendiginde ise Escarpa ve grubu tarafindan
sentezlenmis spesifik antikor immobilize dig katman1 polipirol olan mikromotorlar goze
carpmaktadir [79]. Bu motorlar, viicutta bakteriyel enfeksiyonlarin varligini belirlemek
amaciyla belirleyici bir unsur olarak kullanilan prokalsitonin (PCT)’in floresans temelli
immuno tayininde kullanilmiglardir. Polipirol dis katmana sahip motorlarin ig
katmanlar1 manyetik yonlendirmeyi saglayan Ni tabaka ve katalitik tabaka olan Pt
nanopartikiillerden olusmaktadir. Erken dogan bebeklerden alinan klinik 6rneklerde
PCT antijeninin teshis smir1 0,07 ng/mL, sensoriin ¢alisma araligi ise 0,5-150 ng/mL
olarak bulunmustur. Tiim bu ¢aligmalar, laboratuvar yapimi nano Slgekli sistemlerin

etkin performansini agiga ¢ikarmaktadir.
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2.1.4.1.1. Kanser Tamis1 Amach Motor Uygulamalar:

Kanser, tiim diinyada en ¢ok 6liimle sonuglanan tehlikeli hasatliklardan biridir [15, 41].
Bu ciddi hastaligin  kesin tedavi yoOntemlerinin heniiz bulunamamis olmasi
aragtirmacilar1 erken ve dogru teshis iizerine yeni teknolojilerin bulunmasina tesvik
etmektedir. Bu baglamda, nano/mikromotorlar ile gerceklestirilmis olan arastirmalar
dikkat cekicidir ve bu yapilar enerjiyi harekete c¢evirme oOzellikleri sayesinde klasik
teshis yontemlerine tistlinliikler saglayabilir. Kanserli hiicre tanisi, kanserli hiicrelerin
hiicre zarlar1 ile etkilesim ve timor hiicrelerinin izolasyonu gibi hedeflere yonelik
gelistirilen motor yapilar sadece kanserli hiicrenin teshisinde degil, ayn1 zamanda
antikanser ilaglarinin kanserli hiicre ortamina hedef temelli olarak tasinmasi gibi
uygulamalarda da geleneksel kanser tan1 ve tedavi yontemlerine umut verici alternatifler
olusturabilmektedir [15, 67]. Ornegin, giincel literatiir ¢alismalarindan bazilar1 biyolojik
hiicre i¢i tagima ajanlarinin yardimi olmaksizin miRNA ve DNA gibi 6nemli molekiiler
yapilart kanserli hiicre hatlar1 ile etkilesime ge¢irmekte kullanilan nanoyapilarin
sentezini basari ile gosteren ornekler sunmaktadir [80]. Grafen oksit (GO) ile kaplanmis
altin nanotellerden olusan ve Esteban-Fernandez de Avila ve arkadaslari tarafindan
gerceklestirilen bir ¢calismada, yapilar harici ultrasonik ses yardimi ile hareket 6zellikleri
gostermistir. Calismada, boya ile isaretlenmis tek sarmalli DNA (ssDNA) molekiilleri,
nanotel ylizeyine immobilize edilmis ve hiicre igerisindeki hedef endojen mikroRNA
(miRNA) ile etkilesime tabi tutulmustur. miRNA’larin kanser biyobelirteci olarak
kullanildig1 bilinmektedir. ssSDNA ve hedef endojen miRNA etkilesime girdiginde,
hibritlesmemis durumdaki ssDNA'lardan gelen floresans sinyali, gii¢lii n-m etkilesimleri
ile GO tarafindan soniimlenmis ve floresans sinyalindeki azalma ile sentezlenen
nanoyapt ve hiicre arasindaki etkilesim karakterize edilmistir. Bu yapilarin in vivo
calismalar ile MCF-7 meme kanser hiicre hatt1 etkilesimleri de arastirilmis ve mevcut
miRNA algilama yoOntemlerine alternatif, hassas ve hizli teshisler ssDNA@GO ile
fonksiyonellestirilmis altin nanoteller (AuNW’ler) yardim ile gosterilmistir (Sekil 2.4).
Karaca ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise Au/PEDOT/Pt motorlar
mMiRNA-21’i taniyan prob DNA ile immobilize edilmislerdir [67]. Elektrokimyasal
yontemlerle hazirlanan yapilar 6-karboksiflorosein (6-FAM) ile isaretli prob DNA ile
etkilestirildikten sonra (DNA/Au/PEDOT/Pt/MMs) farkli kanser hiicreleri (insan MCF-

7 meme kanseri hiicre hatti, insan SJSA-1 osteosarkom hiicre hatti, A-549 akciger
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epitelyal karsinoma hiicre hattt ve HT-29 insan kolorektal hiicre hatti) ile ¢alismalari
yapilmigtir. MCF-7 ve SJSA-1 hiicre hatlarinda bulunan ve kanser biyobelirteci olarak
kullanilan miRNA-21 ile hibridizyona ugrayan nihai motorlar kanserli hiicrelerin

secimli olarak tespitini saglamistir.

MCF-7 cell == o

E F

Sekil 2.4. Ultrason tahrikli ssSDNA@grafen oksit (GO) ile fonksiyonellestirilmis altin
nanoteller ile miRNA'larin hiicre i¢i tespiti. (A) Saglam kanser hiicrelerinde miRNA-
21'in spesifik tespiti i¢in “KAPALI-ACIK” floresan anahtarlama sisteminin sematik
cizimleri. (B) GO ile degistirilmis nanotelin taramali elektron mikroskobu (SEM)
gorlntiisii. (C-F) Modifiye edilmis bir nanomotorun (kirmizi daire) tek bir MCF-7
hiicresine (mavi ok) etkilesim siirecini gdsteren 4 saniyelik araliklarla hizlandirilmis
gercek zamanli goriintiiler: diger bazi nanomotorlar zaten etkilesmisken bazilar1 zar
lizerinde sikismis durumdadir (Ultrason alani: 6 V ve 2,66 MHz, Olgek gubugu: 10 um).
(G-J) Farkli hiicre dizilerinde miRNA-21'in spesifik tespiti. Ultrason alan1 (6 V ve 2.66
MHz) altinda ssDNA@GO ile modifiye edilmis nanomotorlarla 10 dakikalik
inkiibasyondan sonra sirastyla tek bir MCF-7 (G ve H) ve HeLa hiicrelerinin (I ve J)
optik ve floresans goriintiileri (Olgek ¢ubugu:10 pm) [80].
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Literatiir Ozetinden de anlagilacagl iizere nano/mikromotorlarin biyomedikal
uygulamalar1 yapilarin 6nem tasiyan Ozelliklerindendir. Yapilarin hedefe yonelik
hareket etme yetileri; teshis, tedavi ve hedefe yonelik ila¢ salimi gibi siiregleri
kolaylastiran yeni metotlar icermektedir. Giincel literatiir calismalari, nanomotor
yapilarin yiizeylerine yerlestirilen aptamerler ve antikorlar ile, hedef molekiilleri
arasinda yiiksek afinite ile etkilesim gosteren ve nanomotor yapilar1 hastalik teshis ve
tedavi siireclerinde reseptor olarak kullanilabilen ¢alismalar sunmaktadir [81]. Ozellikle
polimerik dis katmanlar iceren nanomotorlar, iizerlerinde hareket kontrolii ve secicilik
gibi ozellikler kazandiran fonksiyonel alanlar yaratarak, otonom hareket 6zellikleri ile
kullanim alanlarin1 genisletmekte ve giiclendirmektedir [82]. Bu c¢alismalar, motor
yapilarin kanser gibi tehlikeli hastaliklarinin hizli ve dogru tespitinde kullanilabilecegini

gostermektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Sarf Malzemeler

PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-3-COOH kopolimer temelli nanomotorlarin
sentezi, polikarbonat (PC) membranlarda membran-kalip  teknigine  gore
gerceklestirilmistir. Polikarbonat membranlar, Whatman’dan temin edilmis olup 2 um
capindadir (Catalog No 7060-2511; Whatman, Maidstone, Ingiltere). Sentez
asamalarinda kullanilan 3,4-etilendioksitiyofen karboksilik asit (EDOT-COOH) (95%),
3,4-¢etilendioksitiyofen (EDOT) (97%), pirol-3-karboksilik asit (PPy-COOH) (>96%) ve
pirol (Py) (98%) monomerleri Sigma-Aldrich’ten alinmistir. Elektropolimerizasyon
ortaminda kullanilan dopant (katki maddesi) lityum perklorat (LiClO4) ve sodyum
dodesil siilfat (SDS) Sigma-Aldrich’ten tedarik edilmistir. Siirfaktan olarak kullanilan
Triton X-100 de aymi firmadan elde edilmistir. Sentez asamasinda metal kaplamada
kullanilan altin kaplama ¢ozeltisi Orotemp 24 RTU RACK (Technic, Inc., Anaheim,
CA, ABD), platinum kaplama ¢ozeltisi ise RTP (Technic Inc., Anaheim, CA, ABD)’dir.
Membran yikama asamalarinda yer alan etanol %99,98 saflik derecesine sahip olup
Sigma-Aldrich’ten satin alinmistir. Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan fetal sigir
serumu (FBS), Dulbecco's modifiye Eagle besiyeri (DMEM), penisilin-streptomisin,
tripsin/etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), dimetilsiilfoksit (DMSO) ve fosfat tampon
salin (PBS) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Diger tiim kimyasallar Sigma-
Aldrich ya da Merck’tir. Deneysel ¢aligmalarda yer alan kimyasallar analitik saflik

seviyesindedir ve alindig1 hali ile herhangi bir 6n islem uygulanmadan kullanilmistir.

3.2. Nanomotorlarin Hazirhk ve Karakterizasyon Asamalarinda Kullamlan Cihaz

ve Aparatlar

Nanomotor sentez ve karakterizasyon g¢alismalart CHI 720E (CH Instruments Inc.,
ABD) ve Autolab-PGSTAT 204 (Metrohm, Hollanda) elektrokimyasal c¢alisma
tinitelerinde gergeklestirilmistir. Autolab-PGSTAT 204 cihazi NOVA 1.11 ve NOVA
2.1 yazilimlan1 ile desteklenmistir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
deneylerinde, bu potansiyostat/galvanostat sistemine entegre edilen FRA32M
modiiliinden faydalanilmistir. Nanomotorlara ait optik mikroskop goriintiileri ve video

caligmalar1 Zeiss Axio Vert. A1 FL markali (Carl Zeiss AG, Almanya) floresan
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atagmanli ve Andor Zyla VSC-02912 kamera ile biitlinlestirilmis Nikon Instrument Inc.
Optic LVIOOND  (Nikon, Japonya) floresan atagmanli  mikroskoplarda
gergeklestirilmistir. Nanomotorlarin hiz takibi ve dl¢iimii islemlerinde acik kaynakl bir
uygulama olan ImageJ yazilimindan faydalanilmis, ImageJ yaziliminin takip uzantisi ile
nanomotorlarin hizlart hesaplanmistir. Bu uygulamada takip eklentisi kullanilarak
cekilen nanomotor videosunun fps Ozelligine gore, nanomotorlarin her karedeki
pozisyonlar1 isaretlenmis ve yol haritas1 ¢ikarilmistir. Ayni1 eshada birim zamanda
aldiklar1 mesafeden yola ¢ikarak hiz tespiti gerceklestirilmistir. Bu asamada en az 50
Ol¢iim baz almmistir. Hazirlanan nanomotorlarin morfolojik yapilari ve elementel
kompozisyonlari FEI Quanta FEG 250 Model (Thermo Fisher Scientific, ABD) taramali
elektron mikroskopu-enerji dagilimli X-1g51n1 spektroskopisi (SEM-EDX) cihaz1 ile

incelenmistir.

Sentez deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicre geleneksel iiclii elektrot
sisteminden olusmaktadir [46, 67]. Calisma elektrodu altin (Au) kapli polikarbonat
membrandan olusmaktadir. Membran yiizeylerine altin kaplama siirecleri piiskiirtme
(sputter) kaplama cihazi (Plazmatek, Tiirkiye) ile yapilmis olup, kaplama islemi oda
sicakligr seviyesinde, 9 mTorr vakum altinda 25 W Radyo Frekansi (RF) giiclinde ve
Argon gazi akist varliginda 75-80 nm kalinlik seviyesinde olacak sekilde hazirlanmistir
[70]. Uglii elektrot sisteminde referans elektrot olarak Ag/AgCl (BASi, Lafeyette, ABD)
kullanilirken, karsit elektrot olarak Pt tel (BASi, Lafeyette, ABD) deneyler siiresince
kullanilmistir.  Elektrot sistemi teflon hiicreye yerlestirilerek polimer temelli

nanomotorlar fabrike edilmistir.

3.3. Nanomotorlarin Sentezi

Poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT)/poli(3,4-etilendioksitiyofen) karboksilik asit
(PEDOT-COOH) (PEDOT/PEDOT-COOH) ve polipirol (PPy)/poli(pirol-3-karboksilik
asit) (PPy/PPy-COOH) temelli tiibiiler katalitik motorlar elektrokimyasal yontem (akim
zaman, i-t/sabit gerilimde elektroliz) kullanilarak membran-kalip teknigine gore
hazirlanmistir [13, 83, 84]. Sentezlenen yapilara ait i¢ bosluklari nanometre boyutunda

elde edilmistir.
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3.3.1. PEDOT/PEDOT-COOH Temelli Nanomotorlarin Hazirlanmasi

PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlari sentezlemek igin farkli oranlarda
monomer derisimlerinde hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu amagla EDOT/EDOT-
COOH ¢ozeltisi; EDOT 20 mM, LiClO4 7,5 mM ve SDS 100 mM olacak sekilde
hazirlanmistir ve bu degerlere bagli kalarak monomer oranlar1 degistirilmistir. Bu
asamada hedef hem yapisal hem de hareket agisindan en iyi derisim oranini tespittir.
Monomer oranlar1 3:1, 4:1, 5:1 ve 6:1’dir. Kopolimerik tabakalarin olusumu igin,
monomer ¢ozeltileri kullanilarak +1,0 V’luk bir sabit gerilimde sistemden yaklasik
olarak 0,5 C’luk yik gecirilmistir. Devaminda i¢ tabakalarda kalan metaller
biriktirilmistir. Once ince bir Pt filmi -0,5 V’da 50 sn, sonrasinda ise Pt-Ni alasimi -1,0
V’da 300 sn olarak kaplanmistir. En i¢ tabaka olarak kaplanan katalitik tabaka ise Pt
segmentten olugmaktadir. Bu asama -0,5 V’da 180 sn boyunca gergeklestirilerek nihai

yapi olusturulmustur [13, 46, 84].

3.3.2. PPy/PPy-COOH Temelli Nanomotorlarin Hazirlanmasi

PPy/PPy-COOH temelli nanomotorlar1 sentezlemek igin farkli oranlarda monomer
derisimlerinde hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu amacgla Py/Py-COOH ¢ozeltisi;
Py 20 mM, LiCIO4 7,5 mM ve SDS 100 mM olacak sekilde hazirlanmistir ve bu
degerlere bagli kalarak monomer oranlar1 degistirilmistir. Monomer oranlar1 3:1, 4:1,
5:1 ve 6:1’dir. Kopolimerik tabakalarin olusumu i¢in, monomer ¢ozeltileri kullanilarak
+1,0 V’luk bir sabit gerilimde sistemden yaklasik olarak 0,5 C’luk yiik gecirilmistir.
Devaminda i¢ tabakalarda kalan metaller biriktirilmistir. Once ince bir Pt filmi -0,5
V’da 50 sn, sonrasinda ise Pt-Ni alasimi -1,0 V’da 300 sn olarak kaplanmistir. En i¢
tabaka olarak kaplanan katalitik tabaka ise Pt segmentten olusmaktadir. Bu asama -0,5

V’da 180 sn boyunca gerceklestirilerek nihai yap1 olusturulmustur [13, 46, 84].

3.3.3. Sentezlenen Nanomotorlarin Membrandan Ayrilmasi

Hazirlanan nanomotor yapilarin konik sekildeki polikarbonat membranlardan ayrilma
basamaklar1 ¢6zme ve yikama siireclerini icermektedir. Nanotiibiiler yapilarin i¢ ve dis

katmanlarinin hazirliklarinin tamamlanmasinin akabinde Oncelikli olarak altin segment
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3-4 pm aliimina ¢amurunda kulak cubugu kullanimi ile mekanik olarak muameleye
maruz brrakilmigtir. Bu islemin ardindan hazirlanan membranlar, metilen kloriir
(MeCl,) igerisinde 20 dakika siire ile tutulmus ve yikama siiregleri tamamlanmustir.
Santrifiij islemi 6000 rpm’de 3 kez metilen kloriir ¢ozeltisi i¢erisinde (her bir islem 3
dakika stirecek sekilde), 3 kez etanol (EtOH) ¢ozeltisi igerisinde (her bir islem 3 dakika
siirecek sekilde) ve 3 kez saf su igerisinde (her bir islem 2 dakika siirecek sekilde)
tamamlanmustir. Islemin en son basamaginda ise yaklasik 30 sn vorteks uygulamasi
yapilmustir [13, 46]. Vorteks isleminden sonra dibe ¢6ken nanomotorlar deiyonize suda
askida birakilmis ve membrandan ayrilan bu yapilar, morfolojik ve hareket
Ozelliklerinin tespiti i¢in optik mikroskop yardimi ile incelenmistir. Asagidaki sekilde
(Sekil 3.1) membran1 ¢ézme, nanomotorlart membrandan ayirma ve yapilar1 yikama

asamalar1 basamak basamak gosterilmektedir.

L
\
torlar — '
Nanons MeC‘h Santrifil

Mekanik
Munme\e

Sekil 3.1. Nanomotorlarin polikarbonat membrandan ayrilma basamaklari.
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3.4. Nanomotorlara AntiHER2 Immobilizasyonu

3.4.1.1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodimit/N-hidroksisiiksinimit (EDC/NHS)

ile Nanomotor Yiizeylerinin Aktivasyonu

Sentezlenen nanomotorlarin en dis katmani olan polimerik tabakada bulunan
fonksiyonel gruplarin (-COOH temelli polimerler) aktivasyon islemini saglamak
amaciyla, en uygun kosullar altinda hazirlanan nanomotorlar ¢oktiiriilerek destile suda
hazirlanmis 10 mM 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodimit (EDC) ve 20 mM N-
hidroksisiiksinimit (NHS) karistiminda 15 ve 30’ar dk inkiibasyon islemine tabi
tutulmustur. Literatiirce elde edilen verilere gore yukarida anlatimi yapilan siirecin

nanomotor yapisinda da bulunan fonksiyonel gruplari aktive ettigi gosterilmektedir
[66].

3.4.2. AntiHER2 Immobilizasyonu

Derisim degeri olarak; 5 ug/mL antiHER2 antikor ¢ozeltisi 50 mM fosfat tamponu (pH
7,4) igerisinde hazirlanmistir [85]. Bu islemin akabinde ise EDC/NHS ile muamale
gérmiis nanomotorlar 30 ve 60’ar dk boyunca antiHER2 antikoru ile inkiibasyon
islemine tabi tutulmustur. Bu igslemin akabinde ise sigir serum albiimin (BSA) iceren pH

7,4 fosfat tamponunda nanomotorlar bekletilerek yikama islemleri tamamlanmistir.

3.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Sentez islemi sonrasi elde edilen nanomotorlarin yiizeylerine kanser teshisi ve
tedavisinde siklikla kullanilan antikorlardan birisi olan antiHER2 immobilizasyonu
sonrasi gergeklestirilen in vitro deneylerde kullanilan hiicre hatti, meme kanseri hiicre
hatt1 (insan meme adenokarsinoma hiicre hatti, MCF-7 meme kanseri hiicre hatti)’dir.
Es zamanli olarak kontrol deneyleri ise insan neuroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SY5Y
ile siirdiiriilmiistiir. AntiHER2 antikorunun nanomotorlarin iizerine immobilizasyonu
sonrast kanserli hiicre hatt1 ile etkilesecegi literatiir verileri ile de desteklenmis ve
halihazirda paylagilmistir [86]. AntiHER?2 antikoru literatiirde etkilesim ve biyotanima
amach kullanilmaktadir. MCF-7 hiicreleri Dulbecco's Modified Eagle Besiyeri
(DMEM)’nde T75 flaskinda, SH-SYSY hiicreleri ise 37 °C sicaklik altinda %5 CO;

ortamiin altinda %10 fetal sigir serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin, 2 mM L-
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glutamin katkili Eagle's Minimum Esensiyal Besiyeri (EMEM)’nde kiiltiire
edilmiglerdir. Hazirlanmis olan hiicre plakalar1 %80'lik bir seviyede yogunluga
ulagtiginda besi ortaminda biiyiitiilen hiicreler %0,25 tripsin/EDTA yardimi ile
kaldirilmis ve 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij islemi uygulanarak ¢oktiiriilmiistiir. Bu
islemin akabinde ise siipernatant atilmis ve pelet halindeki hiicreler 1 mL FBS ile
dagitilmislardir. Bu caligsmalar steril malzemelerle ve akis biyokabininde

gerceklestirilmistir [87]. Nanomotorlara ait sentez ve uygulama asamalar1 Sekil 3.2°de

Ozetlenmektedir.

Sentezlenen
Kargt ~ Referans  PEDOT/PEDOT-COOH
Elektrot __PLk(rot  ye PPy/PPy-COOH

Nanomotorlar

Sekil 3.2. Nanomotorlara ait sentez ve uygulama asamalari.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasi kapsaminda meme kanseri hiicre hatti1 (insan meme adenokarsinoma
hiicre hatti, MCF-7 meme hiicre hatt1) ile spesifik olarak etkilesime giren ve bu hiicre
hattin1 diger hiicre hatlar1 arasinda taniyarak yakalayan nanomotorlarin sentezlenmesi
ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Calismada, dis katmanmi PEDOT/PEDOT-
COOH ve PPy/PPy-COOH kopolimerleri olan nanomotorlar iletken polimer-metal
nanotiipleri halinde membran-kalip teknigine gore elektrokimyasal yontemlerle
hazirlanmistir. Membran-kalip tekniginde kalip olarak kullanilan polikarbonat
membranda konik ve tiibiiler yapilar olusturulmustur [13, 33, 46]. Elektrokimyasal
kaplama teknikleri ve elektrokimyasal polimerizasyon, nanomotor/mikromotor
fabrikasyon calismalarinda homojen, tekrarlanabilir ve seri yapilarin hazirlanmasi adina
oldukga biiyiik avantajlar saglamaktadir [19, 37]. Tez ¢alismalarina yonelik literatiirde
benzer bir calisma bulunmamasi c¢alismanin 6zgiin degerini ortaya koymaktadir.
Literatiirde kanser hiicresi tantyan sadece bir nanomotor temelli ¢alisma bulunurken
yapilan ¢alismada; bagirsak, pankreas ve mide kanserlerinde siklikla kullanilan bir
antikor kullanilmistir ve bu c¢alismada kullanilan ilave yiizey modifikasyonlari,
nanomotorun hizini ve dolayisiyla dmriinii azaltmaktadir [66]. Tez ¢alismalarinda yer
alan fonksiyonel yiizey esasl iletken polimer temelli nanomotorlar ile bu dezavantaj
bertaraf edilebilmistir. Tez calismalar1 kapsaminda 6ne c¢ikan 6zgiin degerler soyle

Ozetlenebilir:

- PPy/PPy-COOH nano/mikromotorlar ilk kez sentezlenmistir.
- Meme kanseri tanisinda heniiz nanomotorlara dayali bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica, AntiHER2 immobilize motorlara dayali bir ¢alisma

heniiz gelistirilmemistir.

Gergeklestirilen deneysel ¢alismalar ise su sekilde siralanabilir:

- Nanomotorlarin sentezlenmesi,

- Nanomotorlarin SEM ve EDX ile karakterizasyonu,

- Kullanilan MCF-7 ve SH-SY5Y hiicrelerinin kiiltiire edilmesi,

- Nanomotor yiizeylerinin EDS/NHS ile muamele edilmesi ve antiHER2

antikorunun immobilizasyonu,
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- MCF-7 hiicre hatt1 ile nanomotorlarin etkilestirilmesi,

- SH-SYSY ve anti insan albumin antikoru ile kontrol deneylerinin yapilmasi,

- Elektrokimyasal karakterizasyon ve etkilesim ¢aligmalari,

- Tetrazolyum testi (MTT) yapilarak meme kanseri hiicre hatti ile etkilesen

nanomotorlarin sitotoksisite deneylerinin yapilmasi.

4.1. PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH Temelli Tiibiiler Katalitik

Nanomotorlarin Sentezi

Sentez c¢alismalarinda c¢alisma elektrodu olan Au kapli polikarbonat membranin alt
tarafa yerlestirildigi teflon bir hiicreden faydalanilmistir. Konik sekildeki polikarbonat
membranlarin Au film ile kaplamasi piiskiirtme (sputter) kaplama cihazi ile yapilmistir.
Bunun i¢in literatiirde 50-100 nm’lik bir Au kaplamanin yeterli oldugu bilinmektedir
[46, 67]. Bu islem 9 mTorr vakum altinda 25 W Radyo Frekansi (RF) giiciinde ve
Argon gazi akisinda oda sicakliginda 75 nm’lik bir kaplama elde edecek sekilde
yapilmigtir [70]. Calisma elektrodu teflon hiicrenin altina yerlestirilmistir ve elektrot
baglantisinin saglanmasi ve baglantida kopukluk olmamasi i¢in araya vida ile teflon
hiicreyi sabitlemeden Once aliiminyum folyo yerlestirilmistir. Devaminda tiibiiler
yapilart olusturmak iizere polimerik segmentlerin ve metal segmentlerin biriktirme
asamalar1 gergeklestirilmistir. Biriktirme c¢alismalari, akim-zaman (i-t), sabit gerilimde
elektroliz ile gerceklestirilmistir. Bu yontem metalik kaplama ve polimerik kaplama
caligmalarinda siklikla kullanilan bir yontemdir [46, 83]. Yapilarin sentez asamasi,
oncelikli olarak nanomotorlarin en dig katmani olan iletken polimerlerin
elektrokimyasal yontem araciligi ile biriktirilmesi ile baslamistir. Bu asamada +1,0
V’da sabit gerilimde sistemden yaklasik olarak 0,5 C’luk ylik gecirilmistir. PEDOT-
COOH ve PPy-COOH polimerlerinden olusan nanomotor yapilar, {izerlerinde mevcut
olan karboksilik asit fonksiyonel gruplar1 sayesinde literatiirce de desteklenen biyolojik
caligmalarda kullanilabilecek yiizeylerin olusturulmasinda tercih edilebilmektedir [76].
Nanomotor yapilara secicilik oOzellikleri1 kazandiran dis yiizeylerindeki gruplar
sentezlenen yapilara fazladan bir modifikasyon islemi yapilmaksizin kullaniminin
oniinii agmaktadir. Fakat, sentezlerde kullanilan 3,4-etilendioksitiyofen karboksilik asit
(EDOT-COOH) ve pirol-3-karboksilik asit (Py-COOH) monomerleri elektrokimyasal
polimerizasyon siireclerinde tek basina kullanimdan ziyade karboksilik asit igermeyen

iletken yapilan ile birlikte hazirlanarak kullanilmaktadir. Boylece son iiriin olarak;
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kararli, elektriksel iletkenlik ve fiziksel olarak daha iyi ozelliklere sahip fonksiyonel
yiizeylerin hazirlanmast miimkiin olmaktadir [88]. Bu sebeple deneysel caligmalar
siiresince elektrokimyasal polimerizasyon siireglerinde kullanilan monomer oranlariin
optimizasyon ¢alismalar1 Oncelikli olarak siirdiiriilmiistiir. Elektropolimerizasyon
stireclerinde kullanilan monomerlerin derisim oranlari; 3:1, 4:1, 5:1 ve 6:1 seviyelerinde
tutularak, sabit gerilim altinda yapilarin olusum siirecleri tamamlanmistir. Sentezlenen
nanotiip  yapilarin  taramali  elektron mikroskopu (SEM) ile morfolojik
karakterizasyonunun tamamlanmasi dncesi, optik mikroskop araciligi ile sentez iirtinleri
kontrole tabi tutulmustur. Kullanilacak optimum monomer derisimlerinin tespiti ig¢in,
yapilarin morfolojik kontrollerinin yani sira sentezlenen yapilarin hareket hizlar1 da
Olciilmiis ve nihai derisim optimizasyon siirecleri tamamlanmistir. Katalitik tiibiiler
nanomotor yapilarin hareket ozellikleri; diisiik derisimlerde (%2,0-%10,0) kullanilan
hidrojen peroksit (H20;) ve %5 Triton X (Triton X-100) siirfaktan varliginda
sirdlriilmiistiir. Ayrica deneysel calismalar siiresince katalitik nanomotor yapilarin
saglamlik ve hareket o6zellikleri %30 H,O; gibi yiiksek kimyasal yakit varliginda da

teste tabi tutulmustur.

Sentezlenen katalitik nanomotorlarin oncelikli olarak polimerik dis tabakalarinin
olusumunun akabinde i¢ tabakalarinin olusturulmasi siiregleri baslamistir. Bu siireclere
yonelik; ince bir Pt filmi -0,5 V potansiyel altinda 50 sn siire ile, Pt-Ni alagimi ise -1,0
V potansiyel altinda 300 sn siire ile biriktirilmistir. Sentez {iriinii yapilara katalitik
Ozellik kazandiran en igteki metalik Pt segmenti ise -0,5 V potansiyel altinda 180 sn
siiresince biriktirilmistir. Boylelikle sentezlenen yapilar Iletken Polimer/Pt/Pt-Ni/Pt
tiipleri gosterimi ile kisaltilarak isimlendirilmistir. En i¢ katmanda yer alan Pt tabakasi,
deneysel c¢alismalarda ortamdaki kimyasal yakit olan H,O,'nin dekompozisyonunu
katalizlemis ve yapilara hareket 6zellikleri kazandirmistir [31, 84]. Yapilarin kontrollii
hareket Ozelliklerini tasimasi i¢in manyetik Ozelliklere sahip nikel (Ni) tabakanin
bulunmasi gerekmektedir [46, 71]. Harici bir miknatis kullanimi ile deneyler siiresince
sentezlenen katalitik nanomotorlarin kontrolii, 6zellikle hiicrelere ydnlendirilme

asamalari, Ni tabakanin yardimi araciligi ile stirdiirtilm{istiir.
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Nanomotor yapilarin sentez asamalarinda, dopant olarak lityum perklorat (LiClO4)
tercih edilmistir. Nanomotor c¢aligmalarini igeren bilimsel literatiir ¢aligmalarindan
bazilari, potasyum nitrat (KNOj3) katki maddesini kullanmanin hem ¢6zlintirliigiin iyi
olmas1 hem de sentez {iriinlerine daha diiz morfolojik 6zellikler kazandirmas1 sebebi ile
tercih edilebildigini gostermektedir [19, 46]. Tez galismas: siiresince kullanilan LiClOa,
nanomotor sentez ¢alismalarinda ilk kez kullanilan bir katki maddesi olmustur. Ayrica
LiClO,4'lin sentezlenen nanomotor yapilara biyomolekiil etkilesim siire¢lerinde daha
puriizlii ve etkilesim ylizey alam1 daha genis 6zellikler katmasi sebebi ile avantajlar
kazandirabilecegi diisiiniilmektedir [83]. PEDOT-COOH ve PPy-COOH kopolimer
temelli nanomotorlarin hazirlanmasi siirecine ait elektrokimyasal egrilere drnekler Sekil
4.1 — Sekil 4.4 araliginda verilmektedir. PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlar
icin 3:1 monomer oranmi gosterilirken, PPy/PPy-COOH temelli nanomotorlar i¢in 6:1

monomer orani gosterilmistir. Ayrica, KNOj3 varliginda yapilan sentez egrileri de

sunulmustur.
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Sekil 4.1. PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlara ait elektrokimyasal kaplama

egrileri (3:1 monomer orani, LiClO4 ortami).
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Sekil 4.4. PPy/PPy-COOH temelli nanomotorlara ait elektrokimyasal kaplama egrileri

(6:1 monomer orani, KNOj3 ortam).
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Sekil 4.1-Sekil 4.4 incelendiginde, her iki dopantin oldugu ortamda da
elektropolimerizasyon siireglerinin basar1 ile gerceklestigi fakat LiClO4 dopantinin
oldugu deney kosullarinda elde edilen akim degerinin bir miktar da olsa daha fazla
oldugu goriilmektedir. Bu iyilesme, LiClO4'lin nanomotor c¢alismalarinda daha dnce
islevselligi test edilmis KNOgs'lin yaninda alternatif olarak kullanilabilecegi kanisini
giiclendirmistir.  Elektropolimerizasyon siireglerinin  akabinde ise sentezlenen
nanoyapilarin uygunlugunu kontrol etmek amaci ile nanoyapilarin polikarbonat
membranlardan ayrilmasi asamalarina gecilmistir. Sekil 4.1-Sekil 4.4'te gézlemlenen
egriler incelendiginde kaplama yapilirken mevcut yilizey alaninin biiyiik olmasi sebebi
ile yer yer akim skalasinda degisimler gozlemlenmistir. Fakat bu degisimler net
elektropolimerizasyon siireclerine 6nemli etkilerde bulunmamistir. Nanomotor yapilarin
nihai elde edilmesi asamasi; elektrokimyasal olarak kaplanan membranlarin teflon
hiicreden c¢ikarilmasi ve nanomotor yapilarin ayrilmasi i¢in siirdiiriilen membranin
¢oOziilmesi ve yikama islemleri akabinde gerceklesmistir. En son basamakta santrifiij ile
dibe ¢oktiiriilen nanomotorlar, 500 pL deiyonize suda askida birakma islemine tabi
tutulmustur. Optik mikroskop ile yapilan karakterizasyon islemleri, 3:1 monomer orani
ile hazirlanan her iki nanomotor grubunun, en fazla seviyede tiibiiler nanoyapilar
olusturdugunu gostermistir. Kullanilan 3:1 monomer orani ile sentezlenen yapilarin
daha homojen oldugu da optik mikroskopta tespit edilmistir. Deneyler siiresince yapilan
onemli gdzlemlerden birisi ise; KNOj3 ortaminda hazirlanan membranin ¢6ziiniirliigiinde
baz1 sorunlar oldugudur. Ozetle, LiClO; dopanti varliginda siirdiiriilen nanomotor
fabrikasyon asamalar1 basar1 ile tamamlanabilmis ve literatiire katki sunabilecegi
distintilmustir. Sekil 4.5 ve Sekil 4.6'da PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH
temelli nanomotor gruplarint gosteren (3:1 monomer oraninda hazirlanan) optik
mikroskop goriintiileri verilmektedir. Diisiik derisim varliginda, %2 H,0,, sentezlenen
nanomotor yapilar arasinda en i1yi hareket 6zellikleri 3:1 monomer orani ile elde edilen
yapilarda olmustur. Monomer orani ile yapilan optimizasyon calismalarinda denenen
diger oranlarin bircogu yaklagik olarak %5-10 H,O; seviyelerinde hareket 6zelligi
kazanabilmistir. Deneyler siiresince gézlemlenen 3:1 monomer oranini kimyasal yakit
varhiginda hareket Ozellikleri kazanan diger nanomotor c¢alismalarina karst bazi
ustiinliikler saglamaktadir [31, 70]. Sekil 4.5, 3:1 monomer oraninda sentezlenmis
PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlar1 gosteren optik mikroskop goriintiisiinii
paylasmaktadir. Video 1, diisiik derisimdeki hidrojen peroksit varligiyla hareket eden
PEDOT/PEDOT-COOH temelli Kkatalitik motorlar1 gosterirken, Video 2 diisiik
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derisimdeki hidrojen peroksit varliginda hareket eden PPy/PPY-COOH katalitik
motorlar1 gostermektedir. Yiiksek derisimde kimyasal yakit varliginda, %30 hidrojen
peroksit, PEDOT/PEDOT-COOH temelli motor grubu igin elde edilen hareket
goriintiileri ise Video 3 ile gosterilmektedir. Deneyler siiresince nanomotor yapilarin
diisiik derisimlerdeki kimyasal yakitlarin varliginda dahi yaklasik olarak en az 15 dk
boyunca hareket 6zelliklerini koruduklari gézlemlenmistir. Sayica az olsa da hareket
ozelliklerini hareketin baslangicindan 60 dk sonrasina kadar devam ettirebilen
nanomotor yapilar optik mikroskop araciligr ile gozlemlenmistir. Bu gdzlemler
sonucunda sentezlenen nanomotor yapilarin ¢alisma siirelerinin uzun olabilecegi ve
uzun siireli hareketlerin ardindan dahi fiziksel yapilarini koruyabildikleri yorumlari
yapilabilmistir. Calismalar siiresince fabrikasyon asamalar1 basar1 ile tamamlanip, elde
edilen Kkatalitik nanomotorlarin dairesel ve spiral yoriingelerde hareket O6zellikleri
gosterebildigi de tespit edilmistir. PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlarin
ortalama hizlar1 101,5 £+ 4,2 um/s dolaylarinda tespit edilirken; PPy/PPy-COOH temelli
nanomotorlarin ortalama hizlar1 92,0 = 5,4 um/s dolaylarinda Slgiilmiistiir (n=5). Bu
motorlara kontrollii hareket veren Ni manyetik segmentin kontrolii ise Video 4 ve Video
5’te sirastyla PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlar ve PPy/PPy-COOH temelli

nanomotorlar i¢in sergilenmektedir.

Sekil 4.5. PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlara ait optik mikroskop

goriintiisti (3:1 monomer orani, dopant: LiCIOy).
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Sekil 4.6. PPy/PPy-COOH temelli nanomotorlara ait optik mikroskop goriintiisii (3:1

monomer orani, dopant: LiClO4.)

Insan viicudundaki saglikli hiicrelere zarar vermeyecek derecede diisiik H,O;
derigimlerinde hareket 6zelliklerine sahip ve dis katman1 fonksiyonel polimerik yapida
olan tiibiiler yapida nanomotorlarin sentezlenmesi tez c¢aligmasi siiresince temel
amaglardan olmustur. En dis polimerik katmanda yer alan yapilarin oranlarinin
optimizasyonu bu amag¢ dogrultusunda ¢alisilmig, PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-
COOH nanomotor gruplarinda da 3:1 oraminin yapilarin sentezlenmesi sonrasi
membranlardan ayrilmasi igslemi akabinde en verimli hareket degerlerini kazandirdig:
gbzlenmistir. Calismalarda karsilagilan baska bir durum ise membrandan ayrilma
asamalarinin 6nemli bir siire¢ oldugudur. Sekil 4.7 yikama isleminin iyi yapilmadig: bir
ortamda H,0O, kimyasal yakiti eklenmesi sonrast her iki grup i¢in kazanilan hareket
yetilerini gostermektedir. Tibiiler sekildeki yapilar tam olarak ayrilmasa dahi ayrilan
motor yapilarin basarili hareket o6zellikleri go6zlemlenebilmektedir. Bu sekilde
nanomotorlarin ilerlemesini saglayan kabarcik itme mekanizmasi da oldukg¢a agik
sekilde goriilmektedir. Hareket Ozellikleri gdsteren tiim nanomotorlarin incelenmesi
sonrasi, hareketli nanomotor yapilarin birbirlerine ¢carpmadan, agregasyona ugramadan
ve kontrollii bir sekilde diisiik derisimlerde hareket etmeyen yapilarin arasinda, onlarla
etkilesime ge¢meden ilerleyebildikleri tespit edilmistir. Deneyler siiresince hareket
ozelligi gosteren yapilara gorece daha kisa fakat konik sekildeki yapilarin, %2'lik H20;
derigsiminin biraz daha yiiksek derisimlere arttirilmasi sonrasi diger hareketli yapilar gibi

hareket ozellikleri kazandig1 gozlemlenmistir. Deneysel ortamdaki H,O, derisimi %30'a
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cikarildiginda ise nanoyapilarin tamaminin yiiksek hizlarda hareket 6zelligi kazandigi
goriilmektedir. Bu sebepten Otiirii, sentezler siiresince olusturulan homojen ve tiibiiler
nanoyapilarin membrandan ayrilma ve yikama asamalarinin 6nemi yiiksek seviyede

olmustur.

Sekil 4.7. a) PEDOT/PEDOT-COOH, b) PPy/PPy-COOH temelli nanomotorlar: iyi
yakama yapilmayan ortamda yakit eklendikten sonraki davranis (3:1 monomer orani,

dopant: LiCIOy).

Sentez asamalarinda membrandan ayrilma ve yikama siirecleri basar ile tamamlanmig
yapilar icin kontrollii ve bir arada gozlemlenebilen hareket ozellikleri ayirt
edilebilmektedir. Sekil 4.8'de PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotor
gruplarinin; farkli bolgelere hareket asamalarini, yapilarin i¢ katmanindaki Pt'nin
ortamdaki kimyasal yakit olan H;O, varliginda katalitik etki ile bozunumunu ve
manyetik kontrolii saglayan Ni tabakasinin harici bir miknatis kullanimi ile kontrol
altina alindigim1 mikroskop goriintiileri ile gostermektedir. Sekilde gosterilen katalitik
nanomotorlarin ayn1 yonde ve hizda hareket goriintiileri Video 6'da da gosterilmektedir.
Sekil 4.9 kabarcik itme mekanizmasi ile hareket eden nanomotor yapilari

gostermektedir. Ayrica deneyler siiresince sentezlenen nanomotor yapilarin, kimyasal



yakit olarak kullanilan H,O, derisimi %0,5-%2 arasinda kullanildigi durumlarda dahi
hareket 6zellikleri gosterebildigi gézlemlenmistir. Video 7, %0,5 H,O; igeren ortamda
PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotorlarin hareketini géstermektedir.

- o

Sekil 4.8. PEDOT/PEDOT-COOH temelli tiibiiler katalitik nanomotorlara ait birlikte ve

kontrollii hareket.
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Sekil 4.9. PEDOT/PEDOT-COOH temelli tiibiiler katalitik nanomotorlara ait kabarcik

itme mekanizmasinin optik mikroskop altinda goriintiilenmesi.

Ayrica, bu motorlara ait hiz ve rotanin takip edildigi video ¢ekiminden belirli zaman
araliklarinda alinmig ve izlenmis (tracking) goriintiiler Sekil 4.10’da sunulmaktadir. Bu
sekillerde ortama ait boyut skalast da sunulmustur. Nanomotorlarin belirli bir rotada
diizgiin sekilde herhangi bir sapma veya takilma yasamadan hareket edildikleri
goriilmustiir. Sekil 4.11°de ise yine PEDOT/PEDOT-COOH temelli bir tiibiiler katalitik
nanomotorun manyetik ortamim yoni degistirilerek kontrollii olarak yaptigt manevra
hareketleri takip edilmistir. PPy/PPy-COOH temelli bir tiibiiler katalitik nanomotorun
manyetik ortamda konrollii olarak yaptig1 manevra hareketlerinin belirli siirelerde takibi

ise Sekil 4.12°de gosterilmektedir.
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3-4s

Sekil 4.10. PEDOT/PEDOT-COOH temelli tiibiiler katalitik nanomotorlarin

hareketlerinin belirli siirelerde takibi (Olgiim skalas1 200 pm olarak verilmistir).
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Sekil 4.11. PEDOT/PEDOT-COOH temelli tiibiiler katalitik nanomotorlara ait

hareketin belirli siirelerde takibi (Manyetik alanin yonii degistirilmektedir).
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Sekil 4.12. PPy/PPy-COOH temelli tiibiiler katalitik nanomotorlara ait hareketin belirli

stirelerde takibi (Manyetik alanin yonii degistirilmektedir).

4.2. PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH Temelli Tiibiiler Katalitik

Nanomotorlarin SEM ve EDX ile Karakterizasyon Calismalari

Sentezlenen katalitik nanomotorlarin karakterizasyon c¢aligmalari, membran-kalip
teknigi gozetilerek elektrokimyasal yontemler ile olusturulmus ve membranlardan
ayrilma agamalarii tamamlamis en iyi hareket mekanizmasina sahip olan yapilarin
kullanilmas: ile gergeklestirilmistir. Incelenen nanomotor yapilarin yiizey morfolojik
Ozellikleri, taramali elektron mikroskobu (SEM) araciligiyla yapilmistir. Enerji
Dagilimli X-Isin1 Spektroskopisi (EDX)'in kullanim1 ise sentezlenmis olan nanomotor
yapilarin elemental kompozisyon analizini tamamlamak i¢in tercih edilmistir.
PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanotiibiiler yapidaki motor grubuna ait SEM
gorlntiileri Sekil 4.13 ile gosterilmistir. Bu sekil, nanomotor yapinin u¢ kisminda yer
alan tiip boslugunu ve yapiya ait tiibiiler goriintiiyii gdstermektedir. Incelenen

nanotiibiiler yapi, yaklasik olarak 5-10 um uzunlugunda ve 0.5-1.0 um 6n tiip agikligina
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sahiptir. Sekil 4.14 ile gosterilen EDX analizi ise sentezlenen nanotiibiiler yapida

biriktirilmis polimerik ve metalik tabakalarin basari ile olusturuldugunu gostermektedir.

Tup acikhg

Sekil 4.13. PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik tiibiiler yapiya ait SEM goriintiisii.

(170

SEIK

Sekil 4.14. PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik tiibiiler yapinin EDX analizi.

Deneyler siiresince sentezlenmis PPy/PPy-COOH temelli nanotiibiiler yapilart iceren

SEM goriintiileri ve elemental yap1 analizini igeren EDX grafigi ise Sekil 4.15 ve 4.16
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ile gosterilmistir. SEM analizi ile incelenen nanotiibiiler yapinin, 5-10 um uzunlugunda

ve 0.5-1.0 um on tiip acgikligina sahip oldugu gosterilmistir. EDX verileri ile yapi

lizerinde basari

ile biriktirilmis polimerik ve metalik tabakalarin varliklar

dogrulanmaktadir.

Sekil 4.15. PPy/PPy-COOH temelli katalitik tiibiiler yapiya ait SEM goriintiisii.
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Sekil 4.16. PPy/PPy-COOH temelli katalitik tiibiiler yapinin EDX analizi.
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4.3. Kullanilan MCF-7 ve SH-SY5Y Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

Deneylerde hedef hiicre hatt1 olarak meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) kullanilmustir.
Insan neuroblastoma hiicre hatt1i (SH-SY5Y) ise kontrol deneylerini siirdiirmede
kullanim1 tercih edilmistir. Hiicre kiiltiiriiyle optik mikroskopta MCF-7 ve kontrol
hiicreleri olan SH-SYS5Y hattinin kontrolii, sentezlenen nanomotorlar ile hiicrelerin
etkilesimini anlagilir bir sekilde (uygun filtre ve biliylitme ile) gozlemlemek icin
hiicrelerin lameller {izerine ekme islemi ile yapilmistir. Hiicre ekiminden Once,
sterilizasyon i¢in lameller ve kullanilacak olan geregler otoklavlanmistir ve ekim
stireglerinde dondurulmus stoklar kullanilmistir. Nanomotorlarin hedef ve kontrol
hiicreleri olan MCF-7 ve SH-SYS5Y 37 °C'de %5 CO; ortaminin altinda %10 fetal sigir
serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin, 2 mM L-glutamin katkili Dulbecco's Modified
Eagle Besiyeri (DMEM-F12)’de dnce T25 flaskinda kiiltiire edilmistir. Hiicre plakalari
%80 yogunluga ulagtiginda hiicreler %0,25 tripsin/EDTA yardimi ile kaldirilmis ve
1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek c¢oktiiriilmiistiir. Silipernatant atilmis ve pelet
halindeki hiicrelere besi yeri eklenmistir. Hiicreler besi yeri igine pipet yardimi ile
homojen bir sekilde dagitilmistir. Ardindan 6 kuyucuklu plakalara yerlestirilen sterilize
lameller tizerine her iki ayr1 6 kuyucuklu plaka olmak {izere hedef ve kontrol hiicreleri
ayrt ayrt ekilmistir. Tim ¢aligmalar steril malzemelerle akis biyokabininde
stirdiirtilmistiir [87]. Ardindan, mikroskop goriintiilerinin alinmasi amaciyla MCF-7 ve
SH-SY5Y hiicreleri mikroskop diizenegine alinmistir. Bu islem siiresince hiicrelerin
ekili oldugu lameller steril 50 mL hacimli santrifiyj tiplerine 50 mL DMEM-F12 ile
yerlestirilip steril bir sekilde tamamlanmistir. Transfer islemi akabinde floresan
mikroskop altinda hiicrelerin ekildigi lameller goriintiilenmis ve hiicrelerin saglikli
durumda olduklari tespit edilmistir. Saglikli MCF-7 hiicrelerine ait goriintiiler iki farkl
lamel i¢in Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.17. Lamel 1’deki MCF-7 hiicrelerinin mikroskop goriintiisii.

Sekil 4.18. Lamel 2’deki MCF-7 hiicrelerinin mikroskop goriintiisti.

4.4. Nanomotorlara EDS/NHS Modifikasyonu ve AntiHER2 Antikorunun

Immobilizasyonu

Optimizasyon islemleri tamamlanmis kosullarda sentezlenen ve karakterize edilen
PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH Katalitik nanomotorlar, MCF-7 meme
hiicre hatti ile spesifik olarak etkilesim ve bu kanser hiicre hattini tanima asamalarinda

kullanilmistir.  PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH temelli nanotiibiiler
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sekildeki katalitik nanomotorlar, MCF-7 hiicre hatt1 ile etkilestirilmek iizere meme
kanseri tanisinda siklikla tercih edilen antikorlardan olan antiHER2 ile immobilize
edilmistir  [89-91]. Immobilizasyon asamalarina ait optimizasyon ¢alismalar
yapilmistir. Bu islemin haricinde, kontrol ¢alismalar1 da siirdiiriilerek antiHER?2 yiiklii
nanomotorlarin  basarili  secicilik  6zellikleri sunulmustur. Kontrol deneylerini
stirdiirebilmek amaciyla meme kanserine 0zgiin olmayan bir antikor olan anti insan
albiimin antikorunun PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH temelli nanotiibiiler
yapilara immobilize edilmesi tercih edilmistir. Yine bir diger 6nemli bir kontrol deneyi
iIse MCF-7 hiicre hattinin tercih edilmedigi bir baska hiicre hattinin kullanilmasidir. Bu
sebeple, antiHER2 immobilize edilmis PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH
nanomotorlarin, kontrol hiicre grubu olarak kullanilan SH-SY5Y hiicreleri ile etkilesime
girmedigi gosterilmisti. PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH nanomotor
gruplarinin hareketi diisiik derisimlerde H,O; ile ve hedef hiicrelere yonlendirilmesi ise
yapida bulunan manyetik nikel segmenti araciligiyla bir miknatis kullanimi ile
saglanmigtir. Polimerik dis yapidaki fonksiyonel gruplarin etkinligini arttirmak igin
yiizeyler 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodimit/N-hidroksisiiksinimit (EDC/NHS)
ile etkilesime birakilmis ve nanomotorlarin 6zgiin hiicre hatti ile etkilesimi
incelenmistir. EK olarak, deneyler siiresince EDC/NHS ile muamele edilmeyen

nanomotorlar da antiHER?2 antikoru ile inkiibe edilmistir.

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodimit/N-hidroksisiiksinimit (EDC/NHS) ile

yvapilan islemler

Literatiir ¢alismalarinda antikor etkilesimi i¢in karboksilik asit temelli gruplarin aktif
hale getirildigi nanomotor ¢aligmalar1 bulunmaktadir [66, 69]. Bu dogrultuda, optimum
kosullarda elde edilen nanomotor yapilar ¢oktiiriilmiis ve hazirlanan EDC (10 mM) ve
NHS (20 mM) karisimiyla 15 ve 30’ar dk inkiibe edilmistir. Akabinde yikanmis ve hiz
takibi siiregleri gergeklestirilmistir. 30 dk siireli inkiibasyondan sonra her iki polimerik
nanoyapi grubunda diisiik konsantrasyonda olan yakitta hareket gozlenmemistir. Fakat
bu nanomotor yapilarin yaklasik olarak %10 seviyesinde hidrojen peroksit varliginda
hareket ettigi gozlemlenmistir. Sonuglar Tablo 4.1 ve 4.2°de gosterilmektedir.
Fabrikasyon ve inkiibasyon siire¢lerinin tekrarlanabilir oldugunu ispat etmek amaciyla
bagil standart sapma (%RSD) degerleri de hesaplanmistir. Video 8 ve 9°da 15 dk'lik
inkiibasyon islemi sonrast PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH katalitik
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nanomotorlara ait hareket videolar1 gosterilmektedir. Videolar ile, nanomotor
yiizeylerinin aktif hale getirildikten sonra da diizgiin ve belirli bir hiza sahip olacak
sekilde basartyla harcket ettikleri tespit edilmistir ve bu hizlarin literatiir ile
kiyaslanabilir seviyede iyilesmede oldugu goriilmektedir [66, 67, 69]. Ek olarak
belirmek gerekirse; baslangi¢c asamasinda sentezlenen nanomotorlarin hizlar ve hareket

mekanizmalari da literatiirle kiyaslanabilir seviyede gozlemlenmektedir [46, 67].

Tablo 4.1. PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotorlara ait veriler
(EDC/NHS inkiibasyonu) (n=5)

EDC/NHS Standart
Bagil standart
inkiibasyon siiresi | Nanomotor hizi (um/s) | sapma (S)
sapma (%oRSD)
(dk)
0 101,5 4,2 4,1
15 65,5 3,8 5,8
30 0,0 - -

Tablo 4.2. PPy/PPy-COOH temelli katalitik nanomotorlara ait veriler (EDC/NHS
inkiibasyonu) (n=5)

EDC/NHS Standart
Nanomotor hizi Bagil standart
inkiibasyon siiresi sapma (S)
(nm/s) sapma (%RSD)
(dk)
0 92,0 54 5,8
15 61,5 4,4 7,1
30 0,0 - -

AntiHER? ile yapilan islemler
PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH temelli katalitik nanomotor yiizeylerine

meme kanseri tedavisinde yiiksek secicilige sahip antiHER2 antikoru immobilizasyonu

yapilarak deneysel ¢aligmalar siirdiiriilmiistiir [92-94]. Bu amagla antiHER2, pH 7,4
fosfat tamponunda 5 pg/mL olacak sekilde hazirlanmistir [66, 85]. Akabinde ise 30 ve
60 dk siireler boyunca antiHER2 antikoru ile polimerik nanomotorlarin inkiibasyonu

yapilmistir. Bu islemin akabinde sigir serum albiimin (BSA) igeren tampon ortaminda
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sentezlenen nanomotorlar yikanmistir. Bu islemi takiben nanomotorlarin hizlari takip
edilmistir. EDC/NHS ile muamele edilmemis nanomotorlara ait veriler Tablo 4.3 ve
Tablo 4.4’te gosterilmistir. Antikor muamelesinden sonra nanomotor hizlarinda
azalmalar gozlemlenmistir [66, 69]. 15 dk siire ile EDS/NHS ile muamele edilen ve
devaminda 30 dk 5 pg/mL antiHER2 ile immobilize edilen PEDOT/PEDOT-COOH
temelli katalitik nanomotorlarin ortalama hizlari ise; 42,5 pm/s ve ayrica PPy/PPy-
COOH temelli katalitik nanomotorlarin ortalama hizlari da 38,0 um/s olarak tespit

edilmistir.

Tablo 4.3. PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotorlara ait veriler
(AntiHER? ile inkiibasyon islemi yapilmustir.) (n=5)

AntiHER2 Standart
Nanomotor hizi Bagil standart
inkiibasyon siiresi sapma (S)
(nm/s) sapma (%6RSD)
(dk)
0 101,5 4,2 4,1
30 80,5 5,2 6,4
60 50,0 3,6 7,2

Tablo 4.4. PPy/PPy-COOH temelli katalitik nanomotorlara ait veriler (AntiHER2 ile

inkiibasyon islemi yapilmistir.) (n=5)

AntiHER2 Standart
Nanomotor hizi Bagil standart
inkiibasyon siiresi sapma (s)
(nm/s) sapma (%oRSD)
(dk)
0 92,0 54 5,8
30 68,0 4.8 7,1
60 40,5 34 8,3

Kontrol deneyleri siiresince kullanilmig olan ve meme kanserine 6zgiin olmayan bir
antikor olan anti insan albiimin antikorunun PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-
COOH temelli nanotiibiiler motorlara immobilizasyonu c¢alismalarinda, anti insan
albumin antikoru pH 7,4 tamponunda 5 pg/mL olacak sekilde hazirlanmistir [66, 85].

Akabinde, 30 ve 60 dk siirelerde antikor ile polimerik nanomotorlarin inkiibasyonu
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yapilmistir. Ardindan sigir serum albiimin (BSA) iceren tampon ile nanomotorlar
yikanmistir. Bu islemin devaminda nanomorlarin hizlar1 kontrol edilmistir. Antikor ile

muameleden sonra nanomotor hizlarinda azalma tespit edilmistir [66, 69].

AntiHER?2 antikoru ile immobilizasyonlar1 yapilmis nanomotorlarin MCF-7 hedef hiicre
hattin1 tanima ¢aligmalarinin optik mikroskop goriintiileri de deneyler siiresince
alimmistir. Deney asamalarinda her iki PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH
nanomotor gruplari i¢in 30 dk siireyle antiHER2 immobilizasyonu; hem EDS/NHS ile
aktivasyon islemi goéren hem de gormeyen nanomotorlar icin ele alinmistir.
Bilinmektedir ki hiicre besiyeri ortam yogunlugu fazla oldugundan dolayi, hiicre
ortaminda sentezlenmis olan nanomotorlarin hiz seviyeleri kismen diismektedir. Sekil
4.19 ve Sekil 4.20°de swras1 ile PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlara ait
gorseller gosterilmektedir. Bu gorseller, antikor ile immobilize edilmis nanomotorlarin
MCF-7 hiicre hattinin bulundugu ortama eklenmesi ve H,O; kimyasal yakit1 eklenerek
MCF-7 meme hiicre hattina bir miknatis varliginda kontrollii olarak siiriilmesi ile elde
edilmistir. Ozellikle, EDC/NHS ile aktivasyonu yapilarak antikor yiiklenmis
nanomotorlar, hiicre besiyeri ve hiicre hattinin oldugu ortamda 5 ila 10 dk siireler
icerisinde hedef kanser hiicreleri ile meme kanserinin en ¢ok bilinen belirteglerinden
biri olan insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2-pozitif) sayesinde segici
olarak etkilesime gegebilmistir [85, 90]. Nanomotor yapilarin gorselleri paylasilirken,
nanomotorlarin hareket halinde oldugunu da vurgulamak ve kanitlamak amaci ile
yakitin bitmekte oldugu ve ayn1 zamanda kabarcik mekanizmasinin devam ettigi
etkilesim karelerinin gosterilmesine dikkat edilmistir. Hiicrenin bulundugu ortama yeni
yakit, hidrojen peroksit, eklemesi ile dahi hiicre ile se¢ici olarak etkilesim halinde olan
nanomotorlar hiicreleri birakmamistir. AntiHER2 immobilize edilmis PEDOT/PEDOT-
COOH temelli katalitik nanomotorlarin MCF-7 hiicreleri ile etkilesimleri Video 10-
12°de paylasilmistir. Sekil 4.21°de PPy/PPy-COOH temelli katalitik nanomotor
gruplarin  goriintlisii gosterilmistir. EDS/NHS ile aktivasyon islemine tabi tutulan
antiHER?2 yiiklii nanomotor MCF-7 hiicrelerini rahatlikla tanimistir ve segici olarak
etkilesime girmistir. Kendiliginden fonksiyonel polimerik katmanlarin bu anlamda

kullanim potansiyeli oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.19. EDS/NHS ile aktive edilmis antiHER2 yiiklii PEDOT/PEDOT-COOH

temelli katalitik nanomotorlarin MCF-7 hiicre hatti ile etkilesimi.

Sekil 4.20. AntiHER2 yiikli PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotorin
MCEF-7 hiicre hatti ile etkilesimi.
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Sekil 4.21. EDS/NHS ile aktive edilmis antiHER2 yiikli PPy/PPy-COOH temelli

kataliltik nanomotorlarin MCF-7 hiicre hatti ile etkilesimi.

Kontrol deneyleri agamalarinin gorselleri asagida sunulmaktadir. Sekil 4.22’de anti
insan albiimin antikoru ile immobilize edilmis olan PEDOT/PEDOT-COOH temelli
katalitik nanomotor gruplara ait goriintii paylagilmistir. Anti insan albumin antikoru ile
immobilizasyonu yapilmis olan bu nanomotorlar, hareket halindeyken MCF-7 hiicreleri
ile etkilesmemistir. Bir siire sonra {igli birlesmis ve tek tarafli kabarcik mekanizmasi ile
hareketleri sonlanmistir. Bir bagka etkilesim ozellikleri gostermeyen nanomotora ait
gorsel ise Sekil 4.23' te paylasgilmistir. Goriintiide, hareket halindeki nanomotor
hiicrelerin arasindan -hatta ¢ok yakinindan- gegmekte olup herhangi bir segici etkilesim
gostermemektedir. Video 13, nanomotor ve hiicre arasinda herhangi bir etkilesimin
olmadigini agikga gostermektedir. Sekil 4.24 ise anti insan albiimin antikorunun
immobilize edildigi PPy/PPy-COOH temelli Kkatalitik nanomotorlar gruplarina ait
gorselleri igermektedir. Anti insan albumin antikoru ile immobilize edilmis olan bu
nanomotor hareket halindeyken MCF-7 hiicreleri ile hicbir sekilde etkilesmemis ve

kabarcik itme mekanizmasi ile hareketine devam etmistir.
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Sekil 4.22. Anti insan albumin antikoru yiiklii PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik

nanomotorlar ve MCF-7 hiicreleri.

Sekil 4.23. MCF-7 hiicreleri ile ayni ortamda bulunan ve hiicrelerin arasindan gecen
anti insan albumin antikoru yiikli PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotora
ait optik mikroskop goriintiisii.
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Sekil 4.24. Anti insan albumin antikoru yiiklii PPy/PPy-COOH temelli katalitik

nanomotor ve MCF-7 hicreleri.

Farkli bir kontrol deneyi ise, antiHER?2 antikoru ile immobilize edilmis nanomotorlar ve
kontrol hiicre grubu olarak kullanilan SH-SYS5Y hiicreleri ile yapilmistir. Bu asamada
herhangi bir etkilesim gozlenmemistir. Sekil 4.25 bu kontrol asamasi siiresince elde
edilmis bir optik mikroskop goriintiisiidiir. Etkilesime girmeden durma seviyesine
gelmis olan PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotora ait veri, Video 14 ile
paylagilmistir. Yapilmis olan deneyler ve sonuglari; sentezlenen, karakterize edilen
polimerik tiibiiler nanomotor yapilarin antiHER2 ile immobilize edilerek MCF-7
hiicrelerini segici bir sekilde HER2-pozitif tanima kapasitesine bagli olarak tanidigini
gostermektedir [85, 90].
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Sekil 4.25. SH-SYS5Y  hiicreleri ile ayni ortamda bulunan antiHER2 yiikli
PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotora ait optik mikroskop goriintiisii.

4.5. Elektrokimyasal Karakterizasyon ve Etkilesim Calismalari

Tez ¢aligmalarinin bu kisminda, sentezlenen nanomotorlarin kalem grafit elektroda
modifikasyonu yapilarak karakterizasyon ve etkilesim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Bu asamalarda, ilk 6nce destile suda askida birakilmis olan PEDOT/PEDOT-COOH
nanomotorlar ve PPy/PPy-COOH nanomotorlar 6000 rpm’de 5 dk boyunca
coktiiriilmiistiir. Destile su uzaklastirildiktan sonra etanolde disperse edilmistir.
Ardindan vortekslenen ortama 10 dk boyunca kalem grafit elektrotlar (PGE’ler)
daldirlmistir. Modifikasyon Oncesi kalem grafit elektrotlar da etanolle yikanip
kurutularak kullanilmistir. Nanomotor modifiye elektrotlar devaminda 10 mM EDC ve
20 mM NHS karigimina daldirilarak 15 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 30 dk 5 ug/mL
antiHER2 antikoru ile muamale edilmistir. Son olarak modifiye elektrotlar MCF-7
hiicreleri ile 1 saat inkiibe edilerek elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile
karakterizasyon ve etkilesim calismalari gergeklestirilmistir. Kullanilan derisimi ise
10.000 hiicredir. EIS 6lgiimleri +0.2 V’ta ve 0.1-10° Hz frekans araliginda 0.1 M KCI +
5 mM Fe(CN)s>™* ¢ozeltisinde yapilmustir. Sekil 4.26°da nanomotor modifiye PGE,
antiHER2 immobilize nanomotor modifiye PGE ve 10.000 derisimindeki MCF-7 hiicre
ortami ile muamele edilen antiHER2 immobilize nanomotor modifiye PGE’a ait
empedans spektrumlar1 gosterilmektedir. Sekil incelendiginde yiik transfer direnglerinin

(Ret’lerinin) biyomolekiil immobilizasyonlarindan sonra arttigi goriilmektedir. Bu
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antiHER2 immobilizasyonunun ve devaminda daha da artan yiik transfer direnclerinde
antikor ile etkilesen meme kanseri hiicre hatlarinin modifiye elektrotlardaki
inkiibasyonunu isaret etmektedir. Bu sonuglarin MCF-7 hiicreleri ile yapilan literatiir

calismalari ile de uyum igerisinde oldugu belirlenmistir [95, 96].
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Siyah egri: Nanomotor modifiye PGE, Kirmizi egri: antiHER2 immobilize modifiye PGE, Mavi egri: Hiicre inkiibe
edilmis antiHER2 immobilize modifiye PGE

Sekil 4.26. Nanomotor modifiye -elektrotlar ile gerceklestirilen EIS temelli

karakterizasyon ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatt etkilesim ¢alismalar1 (n=3).

4.6. Tetrazolyum Testi (MTT) Kullanilarak Meme Kanseri Hiicre Hatti Ile

Etkilesen Nanomotorlarin Sitotoksisite Calismalari

Son olarak PEDOT/PEDOT-COOH ve PPy/PPy-COOH temelli katalitik nanomotorlar
icin  3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromir (MTT) testleri ile
kanserli hiicre ile etkilesen nanomotorlarin sitotoksisite caligsmalar1 gergeklestirilmistir.
Bu asamada hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 onceki asamalarda anlatilan MCF-7 hiicre hatti
kullanilmigtir. Amag; sentezlenen nanomotor yapilarin hiicre canliligi iizerindeki
etkilerinin tespitidir, diger bir deyisle MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite etkisinin
nicel olarak Ol¢lilmesidir. Analiz su sekilde gergeklestirilmistir: Ekilme isleminden
sonra tutunmasi i¢in hiicreler 24 saat inkiibatorde bekletilmistir. Tablo 4.5’de verilen
derisimlerde olacak sekilde kuyucuklara nanomotorlar eklenip, 24 saat hiicrelerle
inkiibe edilmistir. Sonrasinda MTT analizine gecilmistir. Bu asamada biitiin deneysel
siire¢ karanlik ortamda gergeklestirilmistir. Analiz i¢in kuyucuklardan besi yerleri

pipetor ile ¢ekilmis ve %10’luk MTT c¢ozeltisi kuyucuklara ilave edilmistir. 37°C’de 4
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saat inkiibasyonu takiben kuyucuklardaki c¢ozelti aspire edilmistir. Devaminda
kuyucuklara 100 pL DMSO eklenip yatay karistiricida 5 dk karistirilmistir. Absorbans
degerleri mikroplaka okuyucu kullanilarak okunmustur. Sekil 4.27’de sunulan bu
sonuglara gore 2 grup nanomotorlarin tiim konsantrasyonlarinda, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda  %70’in  {lizerinde canlilik gdzlemlenmektedir. MTT analizi
sonuclarina gore, hiicre canliligini olumsuz sekilde etkileyecek bir sonuca rastlanmamaig
olup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda toksik bir etki tespit edilmemistir. Bu durum
literatiir ile de uyumlu olup sentezlenen motorlarin kanser tani siireglerinde potansiyel

alternatif bir teknoloji olabilecegini isaret etmektedir [97-99].

Tablo 4.5. MTT analizi yapilan nanomotorlara ait derisimler.

PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik | PPy/PPy-COOH temelli katalitik
nanomotorlar (ng/mL) nanomotorlar (ng/mL)

100,00 100,00

50,00 50,00

25,00 25,00
12,5 12,5
6,25 6,25
3,13 3,13

0 (kontrol) 0 (kontrol)
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Sekil 4.27. Polimerik nanomotorlarin MTT analizi.
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5. YORUM

Farkli nanomotor yapilarin sentezi, hareket mekanizmalarinin incelenmesi ve
uygulamalar ilgi ¢ekici arastirma alanlarindan biri olup, hareket mekanizmasina sahip
nano Olcekteki yapilarin hazirlanmasi ve cesitli amaglar i¢in kullanimi1 6zgiinliigii
yiiksek calismalardir. Kanser cagimizin en tehlikeli hastaliklarindan biri olmaya devam
etmektedir. Cogu tiirlinde heniiz tedavisi tam olarak bulunamamis olan bu hastaligin
erken tanis1 olduk¢a 6nem arz etmektedir. Meme kanseri, kanser tiirleri arasinda akciger
kanserinden sonra en ¢ok goriilen kanser tiirii olup 6zellikle kadinlarda yiiksek oranda
goriilmektedir. Bu hastaligin zararlarindan korunmanin en o6nemli yolu ise erken
teshistir. Gliniimiizde kanser tanisinda, goriintiileme teknikleri, kan testleri ve doku
biyopsisi gibi yontemler uygulanmaktadir. Bu baglamda, yiiksek lisans tezine de konu
olan nanomotorlar, hizli, pratik ve giivenilir sonuglara sebebiyet verme potansiyeli ele
alindiginda klasik teshis yontemlerine gore ustiinliikler saglayabilir. Bu tez ¢alismasinda
polimerik nanomotorlarin sentezi ve hazirlanan yapilarin antikor immobilizasyonundan
sonra meme kanserinin teshisine yonelik olarak kullanim potansiyelinin arastirilmasi
adina calismalar yapilmistir. Herhangi bir fonksiyonellestirme basamagina gerek
kalmama, pratik ve hizli tanima platformu hazirlama, ¢ok kii¢iik hacim ve miktarlarda
yiiksek hassasiyette calisilabilme ve ekonomik olus gibi avantajlar hem literatiire hem
de teknoloji tliretimi anlaminda biyomedikal sektore katkinin yiiksek olacagini isaret
etmektedir. Ayrica, tez c¢iktilarinin devaminda farkli projelerin yazilmasina 6n ayak
olacag diistiniilmektedir. Tez kapsaminda elde edilen sonuclar asagida madde madde

paylasilmaktadir:

- Tez caligmalarinda meme kanseri hiicre hattin1 tanima kapasitesine sahip ve
secici Ozellikte 2 nanomotor sentezlenmistir: PEDOT/PEDOT-COOH ve
PPy/PPy-COOH temelli tiibiiler katalitik nanomotorlar.

- Nanomotorlara ait morfolojik (tiibiiler yap1) ve yapisal (elementel dagilim)
karakterizasyonlar SEM ve EDX ile gerceklestirilmistir.

- %2 derisimindeki H,O, yakit varliginda diizgiin, kararli ve tekrarlanabilir
hareket her 2 grup nanomotor i¢in de saglanabilmistir. PEDOT/PEDOT-COOH
nanomotorlara ait hizlar ortalama 101,5 £ 4,2 pum/s civarinda iken, PPy/PPy-

COOH motorlara ait ortalama hiz 92,0 &+ 5,4 um/s civarindadir.
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- PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlarin, PPy/PPy-COOH temelli
nanomotorlara gore daha iyi hareket ettigi goriilmiistiir. Daha diisiik yakat
derisiminde (%0,5 civar1) de hareket ettigi tespit edilmistir.

- Yiksek yakit derisimlerinde hareket mekanizmalar literatiirle yarisir niteliktedir
[66, 67, 100, 101].

- Farkli rotalarda rahatlikla hareket eden motorlar yapilarint herhangi bir
bozulmaya ugramadan korumuslardir.

- Ni segment sayesinde kontrollii hareket bir miknatis yardimai ile saglanmistir.

- Her 2 nanomotor grubunun yasam stirelerinin diisiik derisimdeki yakit varliginda
bile uzun oldugu tespit edilmistir. 1 saat boyunca hareket eden motorlarin varligi
tespit edilmistir. PEDOT/PEDOT-COOH temelli tiibiiler katalitik motorlarda bu
oran daha fazladir.

- AntiHER2 antikoru yiikkli PEDOT/PEDOT-COQOH ve PPy/PPy-COOH temelli
katalitik tiibliler nanomotorlar segici bir sekilde MCF-7 hiicreleri ile
etkilesmistir. Anti insan albiimin antikoru immobilize nanomotorlar ise MCF-7
hiicre hatt1 ile uzun siire ayn1 ortama maruz birakilsa bile etkilesmemistir. SH-
SYSY hiicreleri ile yapilan kontrol deneylerinde de etkilesim goriilmemistir. Bu
calismalarda, hiz takibi ve hareket kontroli PEDOT/PEDOT-COOH temelli

nanomotorlarda daha rahat bir sekilde gerceklestirilmigtir.
Tez galismalar1 sonucunda elde edilen bulgular elde edilen motorlarin meme kanseri

hiicre hattin1 tanimada kullanim potansiyelinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu

nedenle, literatiire ve klinik uygulamalara faydalar saglanabilecegi dngoriilmektedir.
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EK 2- Videolar

Video 1: Diisiik derisimdeki H,O, ile hareket eden PEDOT/PEDOT-COOH temelli

katalitik nanomotorlarin videosu.

Video 2: Diisiik derisimdeki H,O; ile hareket eden PPy/PPy-COOH temelli katalitik

nanomotorlarm videosu.

Video 3: %30 derisimindeki H,O, ile hareket eden PEDOT/PEDOT-COOH temelli

katalitik nanomotorlarin videosu.
Video 5: Manyetik hareket: PPy/PPy-COOH temelli katailitik nanomotorlarin videosu.

Video 6: 3 farkli PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik nanomotorlar ile kontrollii

hareketin videosu.

Video 7: %0,5 H,0, derisiminde hareket edebilen PEDOT/PEDOT-COOH temelli

katalitik nanomotor videosu.

Video 8: 15 dk EDC/NHS inkiibasyon sonrasi PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik

nanomotor videosu.

Video 9: 15 dk EDC/NHS inkiibasyon sonrasi PPy/PPy-COOH temelli katalitik

nanomotor videosu.

Video 10: AntiHER2 yiikli PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlarin MCF-7

hiicreleri ile etkilesimine ait video - 1

Video 11: AntiHER2 yiikli PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlarin MCF-7

hiicreleri ile etkilesimine ait video - 2

Video 12: AntiHER2 yiikli PEDOT/PEDOT-COOH temelli nanomotorlarin MCF-7

hiicreleri ile etkilesimine ait video - 3

Video 13: Anti insan albiimin antikorunun immobilize edildigi PEDOT/PEDOT-COOH
temelli katalitik nanomotorlar - kontrol deneylerine ait video.

Video 14. AntiHER2 immobilize edilmis PEDOT/PEDOT-COOH temelli katalitik

nanomotorlar ile SH-SYS5Y hiicreleri - kontrol deneylerine ait video.
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