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OZET

PEPTIT JELLERIN VISKOELASTIK OZELLIKLERININ PASIF
MIKROREOLOJi YONTEMI ILE INCELENMESI

Ash GENCASLAN

Yiiksek Lisans Tezi, Fizik Anabilim Dah
Damsman : Yrd. Do¢. Dr. Deniz KAYA
Haziran 2017, 64 sayfa

Tiim organik yapilar arasinda peptitler biyouyumluluk, kimyasal cesitlilik,
proteinlere olan benzerligi ve kendiliginden diizenlenme (self-assembly) 6zelliklerinden
dolay1 onemli bir yere sahiptir. Peptit tabanli molekiillerin olusturdugu peptit amfifil
yapilar ilag sektorii, doku miihendisligi, goriintiileme araclar1 ve enerji depolama
gibi bir ¢ok farkli alanda kullanilir. Bu sebeple peptit amfifillerin olusturdugu
nanofiber yapilarinin mekanik 6zelliklerini bilmek, bu yapilarin degisik alanlarda
uygulanabilirligini arastirma acisindan onemlidir. Malzemelerin yapisal 6zelliklerini
incelemede kullanilan klasik reometreler malzemeye dis kuvvet uygulayarak tepkisini
Olcer ve bu Ol¢iim sonucunda tepkinin ortalama bir degerini yansitir. Bolgesel 6l¢ciimiin
miimkiin olmayis1 ve Ol¢iim i¢in istenilen hacim miktarinin en az 5-10 ml olmasi,
biyomalzemeler gibi sentezlenmesi zor ve inhomojen Ozellik goOsteren sistemleri
incelemeyi zorlastirir. Ustelik peptit amfifil molekiillerinin kendiliginden diizenlenme
ile olusturdugu kirilgan nanofiber yap1 dig kuvvetin varlifinda zarar gormektedir. Bu
nedenle bu gibi malzemelerin karakteristik 6zellikleri incelenirken kullanilacak metodun
hassasiyeti cok onemlidir.

Bu calismada kontrollii bir sekilde Bilkent UNAM’da sentezlenmis olan iki
farkli peptit amfifilin bir araya gelmesiyle olusan nanofiber yapisinin karakteristik
ozellikleri pasif mikroreoloji metodu ile incelenmistir. Pasif mikroreoloji metodunda
Olctim icin malzeme hacminin 5-10 ul kadar olmasi yeterlidir. Bu metot ihtiya¢ duydugu
dis kuvveti, malzemeye eklenen koloit parcaciklarinin yaptigi Brownian hareketiyle
saglamis olup dl¢ciim sirasinda ag yapisinda herhangi bir tahribata yol agmamistir. Ayrica
bu teknik klasik yontemlerden farkli olarak bolgesel 6l¢iim yapabilme imkani tanimasiyla
inhomojen 6zellik gosteren malzemelerin karakteristik 6zelliklerini belirlemede kolaylik
saglar. Bu metotta farkli ylizey kimyasina (COOH ve NH; yiizey gruplari) ve farkli
yaricapa (0,5-1 pum) sahip koloit parcaciklarinin peptit jel i¢inde yaptigi Brownian
hareketi floresan mikroskopu ile goriintiilendi ve goriintiiler kaydedildi. Goriintii analiz
programi IDL (Interactive Data Language) kullanilarak peptit jellerin viskoelastik
ozellikleri belirlenerek bolgesel olarak heterojenlik gosteren yapist haritalandirilmistir.
Ayni jel yapisinin igine gomiilecek olan farkli yiizey kimyasi ve yarigapa sahip koloit
parcaciklarinin jel yapisini nasil etkiledigi arastirilmstar.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF VISCOELASTIC PROPERTIES OF PEPTIDE GELS
WITH PASSIVE MICRORHEOLOGY METHOD

Ash GENCASLAN

MSc Thesis, in Physics
Supervisor : Asst. Prof. Dr. Deniz KAYA
June 2017, 64 pages

Among all organic structures, peptides have an importance due to their biocompatibility,
chemical diversity, similarity to proteins and self-assembly characteristics. Peptide
amphiphile, which consist of peptide-based molecules are used in a variety of fields
such as pharmaceutical industry, tissue engineering, imaging devices and energy storage.
Therefore knowing the mechanical properties of the nanofiber structures plays an
important role in investigating the feasibility of their use in various fields. The typical
rheometer which is used to examine the structural characteristics of the materials,
measures the response of the material by applying an external force on it and displays
an average value of the response. The lack of local measurement and a minimum
volume requirement of 5-10 ml to perform the measurement makes it difficult to examine
the systems that are inhomogeneous and difficult to synthesise. Moreover, the fragile
nanofiber structure formed by the spontaneous configuration of the peptide amphiphile
molecules is damaged by the presence of an external force.

In this study, the characteristic features of the nanofiber structure formed by the
combination of two different peptide amphiphiles which are synthesised in a controlled
manner in Bilkent UNAM were analyzed with using passive microrheology method.
In passive microrheology method, a sample volume of 5-10 ul is sufficient for the
measurement. The external force required for the measurement is provided by Brownian
motion, which is originated from the colloid particles added to the material, and it did
not cause any damage to the reticular structure in the course of the measurement. In
addition, contrary to the conventional methods, this technique enables to determine the
characteristic features of inhomogeneous materials by making it possible to perform
local measurements. In this method, Brownian motion of the colloid particles in the
peptide gel which have different surface chemistries (amine and carboxil group) and
different radius (0,5-1 um) is imaged by a fluorescence microscope, and the images were
recorded. By using the image analyzing software IDL (Interactive Data Language), the
viscoelastic properties of the peptide gels were determined and their structures that have
local heterogeneities were investigated. The effects of differences in surface chemistry
and radius of the colloid particles embedded in the same gel structure are investigated.
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ONSOZ

Proteinin olusmasi, hemoglobin polipeptitlerinin hemoglobin proteinini
olusturmasi, Oriimcek aglart ve RNA’nin ribozomlar1 olusturmasi gibi dogada
kendiliginden diizenlenme (self assembly) olaym gergeklestiren ¢ok sayida biyolojik
olay mevcuttur. Dogada cok ¢esitli sekillerde karsimiza ¢ikan bu gibi olaganiistii yapilarin
olusumunda anahtar rol iistlenen ve bu mekanizmay tetikleyen yapilar uzunca bir siiredir
bilimciler tarafindan merak konusu olmustur. Yeni nesil malzemelerin tasarlanmasi ve
gelistirilmesi i¢in Oncelikle rastgele bir sekilde kendiliginden diizenlenlenen bu gibi
yapilarin taninmasi gerekir. Ciinkii yeni nesil biyouyumlu malzemeleri gelistirmek,
tasiyic1 sistemleri tasarlamak ya da enerji depolamada kullanilacak malzemelerin
gelistirilmesi ancak kendiliginden diizenlenen yapilar1 iyi anlamakla miimkiindiir. Bu
gibi siirecleri anlamak i¢in incelenen sistemler arasinda 6zellikle peptit tabanli yapilarin
on plana gectigini gordiim. Ciinkii basit yapilari, biyouyumluluk ve biyobozunabilirlik
ve sentezlenme asamasinda kontrol edilebilir ozelliklere sahip olmasi bu siirecleri
anlama konusunda ¢ok genis imkanlar sunar. Boylesi hassas yapilara sahip malzemelerin
karakteristik Ozellikleri incelenirken bu siirecin yoniinii degistirecek herhangi bir
etkinin olmamasi gerekir. Bu sebeple boylesi onemli siiregleri incelemede kullanilacak
metotlarin iyi secilmesi gerekir. Pasif mikroreoloji teknigi, peptit jeller gibi kendiliginden
diizenlenme sonucu olusan yumusak malzemeleri incelemede ciddi kolayliklar saglar.
Bu tez calismasinda pasif mikroreoloji teknigi kullanilarak Bilkent UNAM (Uluslararasi
Nanoteknoloji Arastirma Merkezi) tarafindan sentezlenen peptit amfifil yapilarinin
kendiliginden diizenlenmesi sonucu olusan jel yapis1 incelecek olup bu alanda yapilacak
olan ¢aligmalara destek olacagini diisiinmekteyim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca her konuda biiyiik sabirla yardimini ve
destegini gordii§iim, egitici ve Ogretici yoniinii, insani ve ahlaki degerlerini 6rnek
aldiim, yaninda calismaktan biiyiik gurur duydugum Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi
Fizik Boliimii Ogretim Uyesi degerli danisman hocam saym Yrd. Dog¢. Dr. Deniz
KAYA’ya en i¢ten tesekkiirlerimi sunarim. Bu tez calismasinda kullanilan malzemelerin
Bilkent UNAM’da sentezlenmesinde ve gerekli verilerin alinmasinda emegi gecen Dog.
Dr. M. Ozgiir GULER ve Goksu CINAR’a tesekkiirlerimi sunarim. Deneyin yapilisi
sirasinda desteklerini hi¢ esirgemeyen ekip arkadasim Gizem Biisra KELLER’e ve Fizik
Boliimii doktora 0grencisi Can ERTUGAY ’a yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim.
Lisans ve lisansiistii egitimim boyunca bana ¢ok sey katan boliim hocalarima cok
tesekkiir ederim.

Ozel olarak maddi manevi hig¢ bir konuda desteklerini esirgemeyen degerli aileme
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez calismasina yaptig1 katkiyla Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma
Kurumu’na (TUBITAK) (Proje No: 114M143) tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

ICINDEKILER ..ottt
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ...
SEKILLER DIZINT ...
CIZELGELER DIZINI. . ... ..o
L GI RIS .o

1.1.
2. KUR
2.1.

2.2.
2.3.

24.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
3. MAT
3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Molekiillerin Kendiliginden Diizenlenmesi ..............coooviiiiiin....
AMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI .........c..ccocovennenn.
1Y 1 o) 01 )
2.1.1. AKtf mikroreoloji ......oooveiiiiiiii e
2.1.2. Pasif mikroreoloji....... ..o
Viskoz Bir Ortamda Brownian Hareketi......................ooooo. ..
Langevin Denklemi ve FDT ... ...
2.3.1. Hiz otokorelasyon fonksiyonu ..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiin....
2.3.2. MSD ve Stokes-Einstein egitligi ...........cccoviiiiiiiiiiiiiiiin....
Genellestirilmis Langevin ve Genellestirilmis Stokes-Einstein Denklemi ...
Parcacik IzZIeme ... ..o
2.5.1. Dijital video mikrosKopi..........ovviiiiieiiiiiiiiiiie i
Tek Parcacik Mikroreoloji .......oovveiiiiiiiiii i
Mikroreolojide Parcacik Yiizeyinin Etkisi ...,
Mikroreolojide Ag G6zeneginin Boyutu ve Parcacik Capinin Etkisi .........
ERYAL VE METOT ...
EsPA ve K3PA Molekiillerinin Sentezlenmesi ........oovvviviiiineiinneinnn..
3.1.1. E3PA ve K3PA molekiillerinin jellesmesi................ccevvunnn....
Ornekleri Hazarlama. ............o.ooiuininiiii e
3.2.1. Peptit Jele Negatif Yiikli Parcaciklarin Eklenmesi ...................
3.2.2. Peptit jele pozitif yiikli par¢aciklarin eklenmesi......................
3.2.3. Peptit jel karisiminm goriintiilemeye hazir hale getirme ...............
Parcacik Izleme Mikroreolojisi ve Dijital Video Mikroskopi .................
3.3.1. Floresan mikroskopuyla goriintii alma.................................
3.3.2. IDL’de goriintii analizi..............oooiiiiiiiiiiiii e
3.3.2.1. Goriintii filtreleme. ...

3.3.2.2. Parcacik konumlarinin tespit edilmesi .....................

3.3.2.3. Sahte parcaciklari temizlemek..............................

3.3.2.4.  Konum ile izi birbirine baglamak .................... ...

3.3.3. Parcacik izlerinden MSD verisinieldeetme ..........................
Ortamin Viskoelastik Ozelliklerini Belirleme.........................c.oo.....

4. BULGULAR. ... e

Vi



4.1. PA Nano Yapilarin Mekanik ve Viskoelastik Karakterizayonu ............... 42
4.2. Viskoz ve Viskoelastik Bir Ortamdaki Parcacigin Brownian Hareketi ve

MSD DEZEIT .. 43

4.3. PA Ic¢indeki Koloitlerin Brownian Hareketi .....................cccooevenen.... 45

4.3.1. Farkli yogunluklu ortamda bulunan koloit par¢acigi.................. 45

4.3.2. Aym Ozellikli ortamdaki zit yiiklii pargaciklar .................... ... 46

4.3.3.  Aym ozellikli ortamdaki aym yiiklii farkli ¢capl koloit parcaciklari.. 47

4.4. PA Aginin Gozenek Boyutu ve Parcacik Boyu Arasindaki Iliski ............. 48

4.5. Bolgesel Heterojenligin Incelenmesi ................ccoeviiiiiiiiiiiiin... 50

4.5.1. Ayr ayn her bir parcacigin kesfettigi mikro ortamlar ................ 50

4.5.2. PA icindeki farklt mikro ortamlarin haritalandirilmasi ............... 51

4.6. PA Agini Viskoelastik OzelliKIeri .............oooviiiiiiiiiiiii e, 51

S TART IS M A e 54

6. SONUC ..ot eeeeee 56

7. KAYNAKLAR .o 57

8. OZGECMIS

vii



Simgeler

kg
kgT

QS U5 & a

™ T T
~ 4 o

~

—~
2]
~—

M QI N Q) QTR
= =

SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINi

Boltzman sabiti

Termal enerji

Gecikme zamani

Adim uzunlugu

Adim sayis1

Difiizyon katsayisi

S1vi1 viskozitesi

Sivinin soniimlenme katsayisi
Dis kuvvetlerin toplami
Toplam kuvvet
Rastgele kuvvet
Kinetik enerji
Esboliisiim teoremi
Elastik modiil

Viskoz modiil

Hafiza fonksiyonu
Laplace islemcisi
Laplace frekansi

Laplace alanindaki hafiza fonksiyonu

Laplace alanindaki komplex kayma modiilii
Agin gozenek boyutu

Kisaltmalar

PA Peptit amfifil

UNAM  Uluslararast Nanoteknoloji Arastirma Merkazi
IDL Interactive Data Langeuage

MSD Yer degistirmenin ortalama karesi
AFM Atomik kuvvet mikroskopu

DWS Difiizyon dalga spektroskopi

FDT Fluctuation dissipation theorem

LDPT Lazer sapmal1 parcacik izleme

TEM Gecirimli elektron mikroskopu

SEM Taramal1 elektron mikroskopu

GLE Genellestirilmis Langevin denklemi
GSER  Genellestirilmis Stokes-Einstein Iliskisi
EsPA Negatif yiiklii peptit amfifil molekiilii
K3PA Pozitif yiiklii peptit amfifil molekiilii

viii



Sekil 1.1.

Sekil 1.2.
Sekil 2.1.

Sekil 2.2.
Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

SEKILLER DiZiNi

Iki amino asitin bir araya gelmesiyle olusan peptit baginin gosterimi
(Berg vd 2002) ...t 1

Dort boliimden olusan PA molekiiliiniin kimyasal yapist ................ 3

Klasik reometrelerin ve mikroreoloji tekniklerinin 6l¢iim yapabildigi
frekans araliklar: ........ ... 5

Bir parcaci@in Brownian hareketi ... 7

Mikron boyutlu m kiitleli par¢aciga rastgele ¢arpan sivi molekiilleri

(S10Gren 2012) oot 11
Tipik bir parcacik izleme mikroreoloji deneyinin sematik gosterimi

(Chen 2010). «oonn 21
Tek parcacik mikroreolojisinin sematik gosterimi........................ 21

Farkli yilizey kimyasina sahip ¢esitli parcaciklari izleyerek elde edilen
F-actinin mikroreolojisi .........uuuiiiiiiiiiiiii i 23

Proteine kars1 direngli olmayan koloit parcaciginin ag i¢indeki durumu 24
Ag i¢cine gomiilil par¢acigin capi ile agin gbzenegi arasindaki iligki .... 25

F-actin ag1 i¢inde bulunan farkli capa sahip koloit pargaciklarinin
1LY S D 2N 4 ) 27

Farkli capa sahip parcaciklar kullanilarak gerceklestirilen tek
parcacik MiKroreolofi ......oovvuuuiiiie it 28

Bilkent UNAM’da sentezlenen E3;PA ve K3PA molekiillerinin
kimyasal yapilart ... 29

EsPA ve K3PA molekiillerinin bir araya gelmesiyle olusan nanofiber
yapisinin TEM ve SEM gorintlisii .........oooovvuiiiiiiiiiiiiiiinn.... 30

1 um caplh koloit parcaciklarinin i¢inde bulundugu jel yapisini
goriintilye hazir getirme. ... 33

0,1 mM konsantrasyon de8erine sahip E3PA ve K3PA molekiillerinin
olusturdugu jel icinde bulunan 1 um caplh karboksilatla kapl koloit
parcaciklarinin gOriintlisili...........oovviiiiii 34

X



Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Sekil 3.10.
Sekil 3.11.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

0,1 mM konsantrasyon degerine sahip jel icinde bulunan 1 um
capl karboksilatla kapli tek bir koloit parcaci@inin iglenmemis ve
filtrelenmig OrUNtUST . ... 35

Konumu belirli tek bir parcacigin merkezi parlaklik konumunun
teSPIt €dIlMEST .. oooven e 36

Goriintii i¢inde bulunan pargaciklarin aydinlik seviyesine Kkarsi
cizilen eksantrisite deZert ..........uuiieiiiiiiiiiiii e 37

0,1 mM konsantrasyon degerine sahip EsPA ve K3PA karigimu

icindeki her bir koloit par¢acigmn izi...........ccoovveeiiiiiiiiiinnnaan.. 38
PA icindeki koloit pargaciklarinin 7 gecikme zamaninin bir

fonksiyonu olarak cizilen topluluk ortalamali MSD grafigi.............. 39
0,1 mM konsantrasyon degerindeki peptit jelin viskoelastik modiilii ... 40

0,1 mM konsantrasyon degerindeki peptit jelin elastik (mavi) ve
viskoz (kirmizi) modiilii ...........cooo i 41

EsPA ve K3PA yapilarinin bir araya gelerek olusturduklar: peptit jel
yapisinin salinimli reometre ile yapilan 6l¢iim sonucunda elde edilen
elastik (G) ve viskoz (G") modiilii..............oeeeiiiiiiiiniiiiiiiiii, 42

EsPA ve K3PA yapilarinin bir araya gelerek olusturduklar: peptit jel
yapisinin salinimli reometre ile yapilan 6l¢iim sonucunda elde edilen
kompleks VisSKOZite deZeri .........ovveiiiiiiiiiiii i 43

Viskoz ve viskoelastik ortam igindeki koloit pargaci@inin 7 gecikme
zamanina gore cizilen MSD e8risi ..........coooviiiiiiiiiiiiiii 44

Farkli konsantrasyonlara sahip PA jel icindeki 0,5 um caph
karboksilatla kaplanmis koloit parcacigin MSD grafigi.................. 46

Farkli konsantrasyonlara sahip PA jel icindeki 1 um caph
karboksilatla kaplanmis koloit parcaciklarinin MSD grafigi............. 46

I um caph zit yiiklii koloit parcaciklarinin 0,1 mM yogunluklu
ortamda yaptiklar1 Brownian hareketinin grafigi ......................... 47

I um ve 0,5 um caph negatif yiiklii koloit parcaciklarinin 0,2 mM
yogunluklu ortamda yaptiklart Brownian hareketinin grafigi............ 48

ImM’lik PA nanofiber ag1 icindeki 0,5 um c¢apli negatif yiiklii parcacik 49

0,5 um’lik koloit parcaciklarinin kegsfettigi mikro ortamlar ............. 50



Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

0,3 mM yogunluklu PA i¢indeki 0,5 pum’lik koloit parcaciklarin

ortalama MSD histogrami .............ooiiiiiiiiiiiii 52
0,3 mM yogunluklu PA yapisinin renkli gosterimi ....................... 52
0,5 um caplh negatif yiiklii koloit par¢aciginin farkli konsantrasyon

degerlerinde yansittigi modiller...............cooooiiiiiiiii 53
0,1 mM’lik PA jelinin viskoelastik, elastik ve viskoz modiilii ........... 53

xi



CIZELGELER DIZINI

Cizelge 3.1. Negatif yiiklii koloit parcaciklarinin eklendigi PA karigimi..............

Cizelge 3.2. Pozitif yiiklii koloit parcaciklariin eklendigi PA karigimi

Xii



GIRIS Asli GENCASLAN

1. GIRIS

1.1. Molekiillerin Kendiliginden Diizenlenmesi

Dogada bulunan yaklasik 300 cesit kadar amino asitin yalmizca 20 tanesi canli
yapisindaki protein olusumuna katilirlar. Amino asitler hem amin (NHs) hem de karboksil
(COOH) fonksiyonel gruplarini iceren bilesiklerdir. Bir amino asitin amin grubunda
bulunan bir H ile diger bir amino asitin karboksil grubunda bulunan OH’1n birlesmesiyle
ortaya HoO molekiilii ¢ikar ve bdylece iki amino asit arasinda peptit bag1 kurulmus olur
(Sekil 1.1). Iki amino asit arasinda peptit baginin kurulmasiyla olusan bilesige dipeptit,
ic amino asitin birlesmesiyle olusan bilesige tripeptit ve 20 veya daha fazla amino asitin
bir araya gelerek olusturduklar: yap1 da polipeptit olarak adlandirilir. Polipeptitlerinde 3
boyutlu yap1 olusturacak sekilde katlanmasiyla da proteinler olugsmaktadir.

H’C/RI
0 !
HNT STt N ¢ '\ R

oA
0 O\, HR,

T
m".zu
o
-
e

1

e ,-"’Cl:“\-'o + H20

Peptit Bagi

Sekil 1.1. Iki amino asitin bir araya gelmesiyle olusan peptit baginin gosterimi (Berg vd 2002)

Proteinleri olusturan polipeptitlerin 3 boyutlu olarak katlanma siireci
kendiliginden diizenlenme (self-assembly) olarakta bilinir. Molekiillerin kendiliginden
diizenlenmesi tiim biyolojik sistemlerde goriilmekle birlikte cok c¢esitli biyolojik
yapilarinda temelini olusturmaktadir (Whitesides 1991). Protein olusumu, su icindeki
lipid molekiillerinin yag damlaciklarin1 olusturmasi, hemoglobin polipeptitlerin
hemoglobin proteinini olusturmasi, kolajen olusumu, oOriimcek ag1 ve RNA’nin
olusturdugu ribozomlar gibi dogada c¢ok sayida kendiliginden diizenlenme Ornekleri
mevcuttur (Cakmak 2011). Dogada cesitli formlarda karsimiza ¢ikan bu ilham verici
stirecler bilimcilerin kesifler yapmasi ve yeni nesil malzemelerin gelistirilmesi i¢in sonuz
bir kaynak sunmaktadir. Yeni donemin Onciisii olan yeni materyalleri sentezlemek ve
tasarlamak i¢in kendiliginden diizenlenme olayinda anahtar rol iistlenen ana parcalarin
iyi bilinmesi gerekmektedir. Ciinkii biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlar, c¢esitli yollarla
biyolojik yapiy1 olusturan kendiliginden diizenlenme mekanizmasina dayanmaktadir
(Whitesides 1991). Termodinamik denge kosullar1 altinda gerceklesen kendiliginden
diizenlenme iglemi yiiklii gruplar1 ve elektrik dipollerini iceren elektrostatik etkilesimler,
hidrojen baglari, iyonik baglar, van der Waals etkilesimleri ve yiiklii ve yiiksiiz gruplarin
suyla olan etkilesimleri dahil olmak iizere kovalent olmayan etkilesimler tarafindan
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yapisal olarak kararli bir gekilde molekiillerin kendiliginden diizenlenmesi olarak
bilinir (Semino 2008 ve Brooks ve Karplus 1986). Proteinler, niikleik asitler ve
fiziksel ve kimyasal bakimdan cesitlilik gosteren biyomolekiillerden ziyade peptitler
sahip olduklar1 basit yapilari, goreli fiziksel ve kimyasal kararliliklari nedeniyle
kendiliginden diizenlenme mekanizmasini incelemek adina Onemli bir yere sahiptir
(Colombo 2007). Peptitler, biinyelerinde bulundurduklar1 farkli miktarlardaki amino
asitlere ve bunlarin bir araya gelerek olusturduklar1 dizilimlere ve kimyasal yapilari
tarafindan belirlenen yiik yapisina gore cesitlilik gostermektedir. Ayrica peptitlerin
yapisinda bulunan ¢ok yonliiliikk, biyouyumluluk ve biyobozunabilirlik 6zelliklerinden
dolay1 tibbi uygulamalarda kendi kendine bir araya gelen yapilar1 olusturmada anahtar rol
tistlenmistir (Mandal 2014). Peptitlerin bu gibi cok yonlii yetenekleri sayesinde kontrol
edilebilir yapisal 6zelliklere sahip yeni malzemelerin iiretilmesinde c¢esitli imkanlar
sunar.

Biyomalzemeler olarak kendiliginden diizenlenen peptit tabanli nanoyapilar egsiz
bir potansiyele sahiptir (Lim 2008 ve Ulijn 2008). Peptit tabanh iiretilen yeni nesil
malzemeler ve yapilar ¢evresel ve tibbi sensorler, dayanikli ve biyouyumlu malzemeler,
enerji depolama, tasiyicit sistemler, doku miihendisligi, goriintiileme araclari, suyu
sevmeyen hidrofobik yiizeyler gibi teknoloji, sanayi ve endiistri alaninda kullanimi
yaygindir (Mandal 2014, Ulijn 2010 ve Rica 2010). Kisacas1 peptitlerin sahip oldugu
bu gibi pozitif 6zelliklerinden esinlenerek nanotiipler, nanofiberler ve hidrojellerin dahil
oldugu bir ¢cok nanoyapilar iiretilmistir (Gazit 2007, Zhao vd 2010 ve Hamley 2011).

Makro diizeyden, mikro ve nano diizeye kadar bir ¢cok alanda karsimiza ¢ikan
peptit yapilart; siklik peptitleri, amiloyid tiirevli peptitler (nanotiip, nano vezikiil vb)
ve peptit amfifil (PA) gibi bir cok nanoyapiya organize olabilir (Jeon ve Shell 2014).
Yapisinda hem hidrofilik (suyu seven) hem de hidrofobik (suyu sevmeyen) ozellikleri
bir arada bulunduran PA’ler ¢esitli nano yapilarla bir araya geldigi bilinen ve amfifilik
yiizey aktif maddelerin yapisal ozelliklerini biyoaktif peptit fonksiyonlariyla birlestirdigi
molekiiler bir yapidir (Webber 2010). Sekil 1.2°de 4 temel boliimden olusan temsili
bir PA molekiiliiniin kimyasal yapist resmedilmistir (Hartgerink 2001 ve Silva 2004).
Ik boliim doymus alkil kuyruktan olusan, istenilen uzunlukta ayarlanabilen ve su ile
etkilesime girmekten kacinan hidrofobik kisimdir (Webber 2013). Ilk kisma gore daha
kisa olan ikinci kistmda molekiiller arasinda  yapraginin olusmasiyla hidrojen bagi
olusarak kisa bir peptit dizisi olusur (Webber 2013). Ugiincii kisimda sudaki ¢oziiniirliigii
artiran ya da asidik ve bazik 6zellikli amino asitlerin oldugu yiiklii kistm bulunmaktadir.
Gerekli diizeyde yapilan pH degisiklikleri ya da extra tuz ilavesiyle kendiliginden
diizenlenmeyi baglatarak jellesmeyi tetikleyecek olay burada gergeklesir. Son kisim
ise hidrofobik kisma kars1 olan, proteinlere ya da biyomolekiillere baglananarak yapiya
aktiflik kazandiran boliimdiir (Webber 2013).
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Sekil 1.2. a) Dort farkli bolimden olusan temsili bir PA yapisi. b) PA molekiiliiniin molekiiler
olarak resmedilen hali. Ayrica nanofiberler haline gelme ile sonu¢lanan kendiliginden
diizenlenme ve tek bir kesitinin ¢izimi. ¢) Nanofiberlerin geg¢irimli elektron mikroskopu
(TEM) goriintiisii. d) Nanofiberlerin taramali elektron mikroskopu (SEM) goriintiisii
(Webber 2013)
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Mikroreoloji

Geleneksel reometre Olgiimleri yumusak malzemelerin davranislarini ve akisini
incelemede oldukg¢a degerli bilgiler sunar. Reometreler genellikle yapilarin yeniden
diizenlenmelerini ve malzemelerin mekanik tepkilerini genis bir aralikta tespit etmek i¢in
kullanilabilir. Ancak bu tip reolojik 6l¢iimler tiim sistemler i¢in uygun degildir. Ornegin
bol miktarlarda elde etmesi zor olan biyomalzemeleri ya da oldukca pahali malzemeleri
incelemede problem yaratir. Ciinkii klasik reometreler reolojik Olctimii yapilacak
malzemenin en az 5-10 mL hacminde olmasim gerektirir. Ayrica malzemenin uygulanan
kuvvete kars1 verdigi tepkinin ortalama degerini verir ve inhomojen malzemeleri bolgesel
olarak incelemeye izin vermez.

Bu tip problemlerle bas edebilmek icin 1995 yilinda Mason ve Weitz
tarafindan mikroreoloji adinda yeni bir teknik gelistirildi (Mason ve Weitz 1995).
Mikroreoloji, mikroskopik boyutta parcaciklari malzeme icine gomerek onlarin
gozlenebilen hareketlerinden yumusak alanin viskoelastik 6zelliklerini belirleyen ve
yiiksek frekans aralifinda malzeme tepkisini analiz etmeye izin veren tekniktir (Mason
vd 1997). Mikroreoloji aktif ve pasif mikroreoloji olmak {iizere ikiye ayrilir. Aktif
mikroreolojide malzemelerin karakteristik ©zelliklerini incelemek icin optik cimbiz,
atomik kuvvet mikroskopu (AFM) gibi metotlar kullanilir (Alcaraz vd 2002, Ashkin
2000, Ashkin 1998, Mackintosh ve Schmidt 1999 ve Jhon 1996). Pasif mikrorolojide
difiizyon dalga spektroskopisi (DWS), lazer sapmali parcacik izleme (LDPT) ve dijital
video mikroskopi kullanilmaktadir (Crocker vd 2000, Slopek vd 2006, Chae ve Furst
2005, Mason vd 1997 ve Mason ve Weitz 1995). Genel olarak pasif mikroreoloji
yumusak ya da heterojen sistemler ic¢in kullanilirken aktif mikroreoloji daha sert
malzemelerin reolojik dl¢iimlerinde kullanilir.

Klasik reometreler ile mikroreoloji metotlarinin reolojik Ol¢iimler sonucunda
ulagtiklart frekans araliklar farkli olsa da temelinde malzemenin reolojik 6zellikleri
hakkinda bilgi edinmek vardir. Sekil 2.1°de klasik reometre ve mikroreoloji teknikleri
kullanilarak incelenen karmagsik sivilarin viskoelastik modiilii, kullanilan teknikteki
frekans araliklarina gore verilmistir.

Mikreoloji teknigi, klasik reometrelerin koydugu sinirlamalarin iistesinden
gelmeye caligir. Klasik reometrelerde tasarimdan kaynakli olarak yiiksek frekanslardaki
reolojik tepkilerin Ol¢iimiinii yapmak zordur. Ciinkii yiiksek frekanslarda eylemsizlik
etkisi devreye girer ve bu aralikta malzemenin reolojik ozellikleri dogru bir sekilde
Olciilemez. Ama eylemsizlik etkisi mikroreoloji deneylerinde frekans arali§i mega hertz
boyutuna ulagincaya kadar ihmal edilebilir (Mason vd 1997, Mason ve Weitz 1995,
Mason vd 1997 ve Mackintosh ve Schmidt 1999). Ek olarak, yalnizca tiim malzemenin
verdigi ortak tepkinin Ol¢iisiinii veren geleneksel reometrelerin aksine mikroreoloji
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Sekil 2.1. Yumusak malzemeler ya da karmagik malzemeleri incelemek icin kullanilan tekniklerin
frekans ve viskoelastik modiil araliklar1. a) Parcaciklara kuvvet uygulayan optik cimbiz.
b) Pasif mikroreolojide iki parcacigin birbiriyle olan iligkisini kullanan dijital video
mikroskop. ¢) Atomik kuvvet mikroskopuyla deforme edilen malzeme. d) Reometre
tabanli makro reoloji (Chen vd 2010)

deneylerinde kullanilan farkli boyutlardaki koloit pargaciklart aracilifiyla bolgesel yapi
analizi yapilir (Crocker vd 2000 ve Mason vd 1997). Mikroreolojinin bu yaklagimiyla
malzeme i¢indeki koloit parcaciklarinin yapi i¢indeki yer degistirmesi, koloitlerin etrafim
saran ortamin reolojik 6zelliklerini yansitir.

2.1.1. Aktif mikroreoloji

Mikroreolojinin aktif metodunda malzeme i¢ine gomiilen koloit parcaciZini
hareket ettirmek icin manyetik ve elektrik alanlar gibi bir dig kuvvet kullanilir. Bu
kuvvetler mikron boyutundaki koloit parcaciginin etrafin1 saran ortamin 6zelliklerini
incelemek icin koloit parcaci@ina uygulanan kuvvetle malzemeye gerilim (stress)
uygulanir. Uygulanan gerilimle birlikte difiizif davranmig sergileyen koloit parcaciinin
hareketinden ortamin reolojik 6zellikleri hesaplanir. Aktif mikroreolojide uygulanan bu
dis kuvvetler de atomik kuvvet mikroskopu, manyetik ya da optik cimbiz araciligiyla
saglanir (Ashkin 1998, Ashkin 2000, Alcaraz vd 2002, Mackintosh ve Schmidt 1999
ve Jhon 1996).

2.1.2. Pasif mikroreoloji

Pasif mikroreoloji teknigi, herhangi bir dis kuvvet olmadan malzeme igine
gomiilen koloit parcaciklarinin yapmis oldugu rastgele hareketlerden malzemenin
reolojik Ozelliklerine ulagsmay1 hedefler. Aktif mikroreolojide parcaciklara uygulanan
dis kuvvetten farkli olarak, koloit parcaciklarinin hareketi malzeme igindeki termal
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dalgalanmalarin yonlendirmesiyle saglanir (Crocker vd 2000 ve Mason vd 1997). Bu
termal dalgalanmalar kg Boltzman sabiti ve T Kelvin sicaklig1 olmak iizere kgT enerji
seviyesindedir. Normal sicaklik ve basing altinda termal dalgalanmalarin sahip olduklari
enerji yaklagik olarak 4,11x1072! J kadardir. Gomiilii mikron boyutlu parcaciklar, etrafini
saran ortamdan kaynakli olarak ya basit difiizyona ugrarlar ya da Brownian hareketi
yaparlar (Crocker vd 2000 ve Mason vd 1997). Dolayisiyla dis kuvvet olmadan
malzemenin verecegi tepki ortamdaki koloit parcaciklarin termal dalgalanmalardan
kaynakli yer degistirmesidir. Pasif 6l¢ciim tekniklerinde gémiilii mikro kiirelerin sahip
olduklar1 kg T termal enerjisiyle hareket edebilmeleri i¢in malzemenin yeterince yumusak
olmas1 gerekir (He 2009).

r yaricapli koloit parcaciklarmin G  elastik modiiline sahip bir malzemenin
L uzunlugunu sekil degisikligine ugratabilmesi i¢in sahip oldufu termal enerji
yogunlugunun elastik enerjiye esit olmasi beklenir (Landau ve Lifshitz 1986).

ksT G'L?
B - (2.1)
Sicaklik degisimindeki farkin biiytik olmadigi durumlarda viskoelastik 6zellik sergileyen
malzemenin elastik modiiliiniin iist limiti, hem koloit parcaciklarinin boyutuna hem de
L mertebesinde yer degistirme yapan pargaciklarin hareketini tespit edebilme diizenine
baglh olarak pasif mikroreoloji teknigiyle oOlgiilebilir (Gardel 2004). Bu aralik aktif
mikroreoloji 6l¢timleri ile ulasilabilen degerden daha kiiciik olmasina ragmen ¢ok sayida
yumusak malzemelerin reolojik Ozelliklerini aragtirmak icin yeterlidir (Gardel 2004).
Ayrica uygulanilan herhangi bir dig kuvvet olmadigindan dolay: elde edilen Ol¢iim
sonuclarinin her zaman lineer viskoelastik bolgede olmasi pasif mikroreoloji teknigini
oldukc¢a avantajh kilar.

Pasif mikroreoloji deneyinde erisilebilir karmasik modiil ve frekans araligindan
tam olarak yararlanabilmek i¢in malzeme i¢indeki gomiilii par¢aciklarin MSD degerini
hassas bir sekilde 6lgmek gerekir ve bunun icin de iyi derecede zamansal ve mekansal
cOziinlirliige sahip tekniklerin kullanilmasi gerekir. MSD, 7 gecikme zamaninin
bir fonksiyonu olarak dogrudan pargcacik konumunun izinden ya da 1sik sagilimi
deneylerinden elde edilebilir. Parcacik yerlerini tespit etme yontemleri arasinda zamansal
ve mekansal coziiniirlik onemli 6lciide farklilik gosterebilir.  Ayrica bu tekniklerde
koloit parcaciklari iizerinden alinan ortalama degerlerin istatistiksel olarak dogruluklarini
saglama yetenekleri onemli Olclide farklidir. Bu tez ¢alismasinda parcacik izleme
tekniklerinden dijital video mikroskopi kullanilacaktir.

Malzemeye gomiilen koloit parcaciginin sahip oldugu termal enerjiden kaynakl
yaptig1 Brownian hareketini incelemek icin parcacigin icinde bulundugu viskoelastik
malzemenin frekansa bagl reolojisi kullanilir. Ama viskoelastik ortamin elastikligini
hesaba katmak i¢in Oncelikle tamamen viskoz bir ortamda bulunan mikron boyutundaki
koloit parcaciklarinin basit difiizyonunu ya da Brownian hareketini incelemek daha

6
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yararl olur (Gardel 2004).

2.2. Viskoz Bir Ortamda Brownian Hareketi

Brownian hareketi, bir gaz ya da bir siv1 i¢inde asili kalmis biiyiik parcaciklarin,
ortam molekiillerinin kendilerine ¢arpmasi sonucu yaptiklar rastlantisal hareket olarak
tanimlanabilir. Bu hareketi 1827 yilinda gozlemleyen Ingiliz botanik¢i Robert Brown
harekete neden olan durumu tam agiklayamadi. 1905 yilinda Albert Einstein Brownian
Hareketi Uzerine Incelemeler adli makalesini yayimladi. Bu makalesinde 1s1nin molekiiler
kinetik teorisine gore bir sivi i¢inde asili kalmis, mikroskopik olarak goriinen cisimler
s1vi molekiillerinin hareketi sebebiyle mikroskop ile goriinebilecek biiyiikliikte hareket
ettifini ve boylesine bir hareketin Brownian hareketi olacagini belirtti (Einstein 1905).
Sekil 2.2°de Brownian hareketi yapan parcacigin yer degistirmesi resmedilmistir.

35 26 <16 0 16 25 35

o

Sekil 2.2. Saga veya sola gitme olasilif1 esit olan bir Brownian parcacigimin 0 noktasindan
baglayarak yaptig1 rasgele hareket (Muldrew 2012)

0 adim uzunlugu ve 7 iki adim arasindaki zaman farki olmak iizere n adim sonra
parcacigin yapacagi hareket,

x(n)=x(n—-1)+d (2.2)

Denklem (2.2) ile verilir. Bu adim1 N tane parcacik gerceklestirirse, N tane parcacigin
yapmis oldugu yer degistirmenin ortalamasi olacak sekilde Denklem (2.3) seklinde ifade
edilir.

(x ) = 5 Do w ) @3)

Denklem (2.2) ile verilen tek bir Brownian pargaci@inin hareketi Denklem (2.3) yerine

7
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yazilirsa esitligi (2.4) elde edilir.

(x(n)) =x;(n—1)+ 6 (2.4)

Her bir adimda yapilan & yer deistirmesinin + igareti, par¢acifin yapmis olacagi
yer degistirmenin ortalamasini sifir yapar. Bu durumda 6nemli olan parcaciklarin
bulunduklar1 yerden bir bagka yere gitmesi oldugu icin yapilan yer degistirmenin yonden
bagimsiz olmas1 gerekir. Bu nedenle yer degistirmenin karesinin ortalamasi alinirsa
parcaciklarin t zamani i¢inde nasil yayilim gosterdigi goriilebilir.

(x*(n)) =x7 (n—1) £ 28x; (n — 1) + 67 (2.5)

Yukaridaki agiklamay1 g6z oniinde bulundurursak +20%; (n — 1) teriminin igleme katkist
sifir olur ve Denklem (2.6) elde edilir.

(x*(n)) =x7(n—1) + & (2.6)

Baglandi¢ durumunda x; (0) = 0 olmak iizere, Denklem (2.5)’ten yola ¢ikarak ilk adimin
(x?(1)) = &2, ikinci adimin (x* (2)) = 282 ve iiglincii adimin (x* (3)) = 362 oldugu
elde edilir. Bu durumda n. adimdaki MSD ifadesi, (x* (n)) = né? seklinde yazilir. Bu
durumda her adim arasi gecen zaman 7 olmak iizere n adim sonunda parcacigin yapmis
oldugu yer degistirme siiresi t= 7n olur ve esitlik (2.6) diizenlenirse Denklem (2.7),

(x* (n) = -6 27

elde edilir.  Parcaciklarin yapmis olduklart rastgele hareketten dolayr meydana
gelen molekiiler difiizyon, Brownian hareketiyle iliskilendirilir. Difiizyon terosinin
yapitaglarindan olan Fick’in difiizyon yasalar1 1855 yilinda Adolf Fick tarafindan
yapilmistir. Fick’in yasalarindan yaklasik 50 yil sonra Einstein, parcacigin yaptigi
Brownian hareketi ile ortamin difiizyon katsayisini iceren denklemi tanimlada.

(x* (1)) =2D7 (2.8)

Esitlik (2.8), diflizyon katsayist D olmak iizere mikroskopik hareket ile
makroskopik bir biiytikliikk olan difiizyon arasindaki iligskiyi temsil eder ve genellikle
Einstein-Smoluchowski esitligi olarakta adlandirilir.

Denklem (2.7) ile Denklem (2.8) iliskilendirilirse, D difiizyon katsayisinin
262 . . . v ee esqss L L)
=2~ sabitine egit oldugu goriiliir. Dolayisiyla D difiizyon parametresinin ortam sabiti
oldugu sonucuna ulasilir. Termodinamik denge durumlarinda Einstein’in (2.8) numarali
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denklemi,

KT
o

D

2.9

seklinde sistemi karakterize eden makroskopik biiyiikliikler cinsinden de yazilabilir.
Denklem (2.9), Einstein’in difiizyon icin elde ettigi ikinci iligkidir. Burada T denge
sicakligini, m parcacik kiitlesini ¢ ise sivinin soniimlenmesini temsil eden Navier-Stokes
katsayisidir. Bu iligkiyi tanimlamak i¢in Langevin’in gelistirdigi yaklasim takip edilebilir
(Muldrew 2012).

2.3. Langevin Denklemi ve FDT

Brownian hareketinin teorik olarak tanimi Einstein ve Smoluchowski tarafindan
1905 ve 1906 yillarinda birbirlerinden bagimsiz olarak yapildi. Bu ilk modeller
Brownian parcaciginin eylemsizligini hesaba katmadi. Eylemsizlik etkisinin hesaba
katilarak Brownian hareketi yapan parcacigin hareketinin daha detayli tanimi 1908’de P.
Langevin tarafindan yapildi (Langevin 1908 ve Pottier 2010). Langevin’in gelistirdigi
modeli anlamak i¢in Brownian hareketi yapan tek bir parcacigi diisiinerek baglayabiliriz
(Pottier 2010). Klasik mekanige gore bir s1vi icindeki mezoskopik bir parcacigin hareket
denklemi Newton’un ikinci yasastyla tarif edilebilir (Reif 1965).

dv
— =Fz+F 2.10
mdt E + Pt ( )

Denklem (2.10)’da bahsi gecen Fg yercekimi alan1 ya da elektrik alan1 gibi dig kuvvetlerin
toplami, Fr ise Brownian hareketi yapan parcacigin lizerine sivi molekiillerinin
uyguladig1 toplam kuvvettir ve esitlik (2.11)’deki gibi ifade edilir.

Fr = ZE (2.11)

Parcacigin yapmis oldugu harekete dair tam bir aciklama yapmak i¢in mevcut olan N tane
durum iizerinden diferansiyel denklemin ¢6ziilmesi gerekir. Bu sekilde ¢oziimiin oldukca
zor olacagindan dolayi basit tekniklerin gelistirilmesi gerekir. Ornegin bu problem igin
Langevin’in yaklasimi, kiiresel parcacigin yapacagi hareketin denkleminde etrafin1 saran
ortamin etkilerini de dahil eden klasik bir yaklagimdir. Stokes yasasindan yararlanilarak
parcacik sivi etkilesiminin tanimi viskoz kuvvet dikkate alinarak yapilir ve esitlik (2.12)
ile verilir.

F=—av (2.12)

Esitlik (2.12)’de Navier-Stokes esitligi olarak bilinen sivinin soniimlenme katsayis1 «,

o = 67mnr
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seklinde ifade edilir.

Ancak bu klasik sonug, hareketsiz bir kiire iizerindeki akisin diizgiin oldugu goéz
oniinde tutularak elde edilebilir. Ama diizensiz, sonu olmayan ve Fg = 0 oldugu
durumlarda, hizinda exponansiyel azalma goriinen bir parcacik i¢in aciklanamayan bir
durumdur. Langevin modelinde Fr kuvvetinin biinyesinde bulundurdugu Stokes terimi
ve kiiresel pargaciklarla sivi molekiillerinin siirekli ¢carpmasini temsil eden Fy terimi
dikkate alinir. Burada Fy terimi zamana baglh ancak pargacik hizindan bagimsizdir (Reif
1965). Bu durumda kiiresel parcacigin hareket denklemi Denklem (2.10)’dan Denklem
(2.13)’e doniisiir.

dv
— = - F 2.13
mdt v+ Fr (2.13)

Rastgele Fr kuvvetine sahip Langevin denklemi, stokastik siireclerde tanimlanan
denklemler arasindaki ilk ornektir. Bu nedenle denklemin ¢oziimii de rastgele zamanin
bir fonksiyonu olacaktir. Fg rastgele kuvvetin tanimlanmasi i¢in bu kuvvetin N farkli
sekilde gergeklesecegini {F; (t)Fa (t) ; F5 (t);--- ;Fx (t)} ve N tane gergeklesmesi olas
durum icin parcaciklarin t = 0 anindaki hizinin vy oldugunu varsayalim. Bu kosullar
g6z 6niinde bulundurulursa N tane hareket denklemi yazilir ve iginde barindirdig1 F; (t)
rastgele kuvvetlerinden dolayi1 birbirlerinden farkli olur. Ayni sekilde t zamanina bagh
olarak N farkli hiz bulunmaktadir. Ortaya cikan bu karigiklif1 basitlestirmek adina
mevcut N tane ¢oziimiin ortalamasi alinir

i) = 5 DR (0

(Fr (1)) = (Fi (1)) =0 (2.14)

Sekil 2.3’te sivinin siirtiinme etkileri hesaba katilarak m kiitleli parcacikla sivi molekiilleri
arasinda meydana gelen rastgele carpisma resmedilmistir. Bu carpigmayla olugan rastgele
kuvvet ortamin homojen ve izotrop olusundan dolay1 Fy rastgele kuvvetin ortalamasi
stfirdir.

Rastgele carpigsmalardan kaynakli olarak kuvvetin sifir olmasiyla birlikte kiiresel
parcaciklarin iizerine yalnizca siirtiinme kuvveti etki eder. Denge durumunda olan
bir pargacigin bulundugu ortam {iizerinde herhangi bir dig kuvvet olmadigindan sahip

olduklar1 ortalama hiz da sifirdir.

t; ve t, zaman aralifinda rastgele kuvvetler arasindaki korelasyon rastgele degiskenlerden
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Sekil 2.3. Mikron boyutlu m kiitleli parcaciga rastgele ¢arpan sivi molekiilleri (Sjogren 2012)

bagimsizdir ve Denklem (2.15) ile verilir.

<FR (tl) PR (t2)> = b5 (tl = tz) (215)

Yukaridaki esitlite bulunan braketler ({- - - )) stokastik degisken Fgr’nin dagilimina gore
alan ortalamay1 temsil ederken b ise parcaciklarin hareketinden kaynakli dalgalanan
kuvvetin uzunlugunu temsil eder ve Gaussian dagiliminin varyasyonundan bulunur.

2.3.1. Hiz otokorelasyon fonksiyonu

t = 0’da vq ilk hiz1 olmak iizere, esitlik (2.13) ile verilen Langevin denkleminin
her iki tarafi en ile carpilirsa esitlik (2.16) elde edilir.

/
o t—t

t N/
_ot € m ’ ’
\% (t) = Vo€ m +/(; TFR <t ) dt (216)

Denklem (2.16)’da hiz fonksiyonunun ortalamasi alinir ve (v (t)) ortalama hiz,
(v(1)) = voe ™ 2.17)
seklinde elde edilir.

Esitlik (2.17), herhangi bir dis kuvvet olmaksizin parcaciklarin sahip oldugu hizin
ortalamasinm verir. Ayrica, viskoz bir akigkanda parcacigin yaptig1 hareket, sahip olunan
enerjiyi tiikettigini gosterir. Yani v, ilk hiziyla hareketine baglayan bir parcacik t zaman

11
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sonra hareketine e m carpani kadar gecikir. Oysaki Robert Brown sudaki pargaciklarin
yoniiniin ve hizinin degistigini ve siirekli bir hareket icinde oldugunu belirtmisti (Brown
1828).

Rastgele kuvvet Fg, siirtinme kuvveti olan —av’den bagimsiz oldugundan dolay1
rastgele kuvvet hizdan bagimsizdir denir.

(Fivj) =0 (2.18)

Esitlik (2.17) ile verilen v (t) hizinin karesinin ortalamasi alinir, t; ve t, zamanlarinda
rastgele iki kuvvetin birbiriyle olan (Fg (t;)Fr (t2)) = bd(ty — to) iliskisinden
yararlanarak hizin karesinin ortalamasi Denklem (2.19)’a doniisiir.

(v v (D) =vie 2r'nn+—// ll)bé(t—t)dt'dt”

VOVE)) = — Ly % {1 + e_?J (2.19)

Biiyiik zaman olceklerinde (t — oo) Denklem (2.19)’a gore sivi icinde bulunan pargacik
denge durumuna ulasir. Hiz korelasyon fonksiyonu t; ve t; zaman araliginda anlamlidir
ve bu nedenle sabit olan basglangi¢c hizina baglh degildir.

b
lim (v* (1)) = Som (2.20)

Denge konumuna ulasan pargacigin sahip oldugu kinetik enerji,

(K) = m (v (1))

seklinde verilir ve Denklem (2.20)’den yararlanarak esitlik (2.21) elde edilir.

K) = 2 221)

4o

T sicaklifinda bulunan parcacik termodinamik dengeye ulasir ve b sabitini bulmak i¢in
tek boyuttaki es boliisiim teoreminden yararlanilir,

(E) %kBT (222)

lim 1m <V > = —kgT

X—)OO

12
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ve b sabiti elde edilir.

b =2kgTa (2.23)

Bulunan b sabiti Denklem (2.15)’te yerine konularak,

<FR (tl) FR (t2)> = 2kBTa6 (tl — tg) (224)

esitligi elde edilir. FDT (Fluctuation Dissipation Theorem) olarak bilinen bu denklem,
termal dengede bulunan bir sistemin tepkisindeki dalgalanmalarla ilgilidir. Denklem, bir
parcacigin rastgele hareketine sebep olan Fr kuvvetinin enerji kaybina yol acan —av
sirtiinme kuvvetiyle ayn1 kokene sahip oldugunu soyler. Denge durumunda olan bir
sistem goz Oniinde tutuldugunda, fiziksel bir degiskendeki termal dalgalanmalari sayisal
olarak tahmin eder. FDT, termodinamik dengedeki bir sisteme uygulanan kiigiik bir
kuvvete verilen tepkiyle kendiliginden gelisen bir dalgalanmaya kars1 verilen tepkinin
ayni olacagi varsayimina dayanir (chandler 1987).

2.3.2. MSD ve Stokes-Einstein esitligi

Tamamen viskoz ortamda bulunan mikro pargaciklar Brownian hareketi yaparlar.
Parcacik hareketinin dinami8i her bir parcacigin zamana bagli konum korelasyon
fonksiyonunda ortaya c¢ikar. Bu korelasyon fonksiyonu daha cok bir parcacigin MSD
degeri olarak bilinir. MSD, bir parcaciin yaptig1 yer degistirmenin ortalamasinin bir
Olciistidiir.

(AX?) = (xi (t+ 1) — xi (D)) (2.25)

Esitlikte yer alan x; (t + 7) —x; (t) ifadesi, t zaman aralig1 izerinden i. pargacik tarafindan
yapilan yolculukta alinan mesafedir.

Parcacigin MSD ifadesini elde etmek i¢in (2.13) numarali Langevin denklemi tek
boyutta,

dx dv B dx

YT dt - dt

ifadelerinden yararlanilarak elde edilir.

dx .
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Esitlik (2.26) nin her iki tarafi x ile carpilir.
d2

mxd—t; = —axx + xFg (2.27)

Denklem (2.27)’yi ¢ozebilmek icin,

dx 1 dx?

ae T 2dr

ve

d?x 1d2x2 dx \ 2
X—F5 = = — | =
dt2 2 dt? dt

esitlikleri, Denklem (2.27)’de yerlerine konulur.

m d?x? dx\? a dx?

— — — ) =—=— 4+ xF 2.28

2 de? m(dt) > ar TR (228)
Tek boyutta es boliimiim teoremini temsil eden Denklem (2.22) ve (Fr) = (Frx) =
(Frv) = 0 ifadesinden yararlanilarak,

m /d?x? a /dx?

— —keT = —={( — 2.29

2 < d2 > B 2 < dt > (2:29)

esitligi elde edilir. Islem kolaylig1 acisindan,

VALS
T
denilirse Denklem (2.29) asagidaki gibi ifade edilir.

. o 2kBT
Yy—=—¥V=
m m

(2.30)

Denklem (2.30), I. mertebeden adi diferansiyel denklemdir. Bu denklemi ¢ozmek icin
esitligin her iki tarafi en ile carpilir,

2kBT |:1 _gt]
= — € m
y m

ve y degeri yerine konularak Brownian hareketi yapan parcaciginin MSD denklemi elde
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edilir.

(x?) = 2k0‘jT = (1-e )] (2.31)

Denklem (2.31)’de yer alan ¢/ katsayisi t zamaninin degerine bagli olarak degismektedir.
ot K %

oldugu durumda Denklem (2.31)’de yer alan e ifadesi,

—at (04 o 2 o 3
eTzl——‘H-(—) t2—<—) e+
m m m

seklinde Taylor seriye acilir ve Denklem (2.31)’de yerine konulursa

(x?) = 21:?T {t_§<1—1+%t— (%)ﬂu...ﬂ

elde edilir ve ifade diizenlenir.

2 _kB_TQ
<X>—mt (2.32)

Bu denklem, kisa zaman araligi boyunca sabit termal hizla hareket eden ve serbest bir
pargacik gibi davranan parcacigin MSD ifadesini temsil eder. Egitlikten yola ¢ikarak bu
davranisi sergileyen pargacigin termal hizi bulunur.

v <k£> : (2.33)

m
o t> %
durumunda,

ot

e n =0
olur ve parcacigin MSD ifadesi,
(x*) =

seklinde elde edilir. Denklem (2.34)’ten parcacigin MSD ifadesiyle t zamani arasinda,

2k T
o

t (2.34)

<X2> xt
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iliskisi oldugu goriiliir ve bu durum parcacigin difiizif hareket sergilediginin gostergesidir.
Einstein’in buldugu esitlikten ve Denklem (2.9) yararlanilarak tek boyutta D difiizyon
katsayisi % ile Langevin’in hareket denkleminden bulunan MSD ifadesi Denklem (2.34)
ile birlegtirilerek Denklem (2.35) elde edilir (Mason vd 1996).

(x2(t)) = 2dDt (2.35)

Tek boyutta o = 6nr olmak lizere t > 7 i¢in pargacigin MSD ifadesi,

kgT
2(1)) = —— 2.36
() = 50 2.36
seklinde yazilir. 3 boyutta D difiizyon katsayisi,
kgT
= 2.37
1 67Dr ( )

elde edilir. Stokes-Einstein denklemi olarak bilinen bu ifade, T sicakliginda 7 viskoziteli
stvida Brownian hareketi yapan r yaricapli bir mikro kiirenin difiizyon katsayisini verir
(Kubo 1966, Squires ve Mason 2010).

2.4. Genellestirilmis Langevin ve Genellestirilmis Stokes-Einstein Denklemi

Langevin dinamikleri cok kiiciik capli ¢oziicii molekiillerin bulundugu bir
ortamdaki biiyilk capli parcaciklarin yapmig oldugu hareket ile biitiinlesmis bir
modelleme teknigidir (Reif 1965). Langevin denkleminde (Denklem 2.13) tamamen
viskoz bir sivi i¢indeki parcaciklarin hareketi tanimlanmistir. Ancak malzemelerin
cogu hem viskoz hem de elastik 6zellik sergileyen viskoelastik 6zellige sahip karmagik
yapilardir. Bu nedenle bdylesine karmasik bir ortam i¢indeki Brownian hareketi yapan
parcacigin davranisi, viskoz sivi iginde bulunan pargacigin hareketinden daha karmasiktir
ve hareketini tantmlamak i¢in klasik Langevin denklemi kullanilamaz (Yang 2011). Bu
karmagik durumu anlayabilmek i¢in Langevin denklemi genellestirilmistir ve karmagsik
bir sivinin viskoelastik 6zelliklerini hesaplamak i¢in kullanilir (Morrison 2001 ve Larson
1999). Bir siv1 iginde rastgele hareket eden parcaciga etki eden kuvvetleri de iginde
barindiran genellestirilmis Langevin denklemi (GLE),

mv = —/ dt'é (t—t)v(t')+ Fr (2.38)
0

seklinde tanimlanir. GLE’de yer alan & (t), sikistirllamaz karmagik sivinin bolgesel
viskoelastik tepkisi tanimlayan hafiza fonksiyonudur. Denklemde yer alan integral,
parcacik iizerine etkiyen gerilime (stress) baglh gecmis davranisi hesaplar ve bir siire
sonra pargacigin icinde bulundugu ags1 yapinin, parcacigr geri birakabilmesi i¢in sivida
enerjinin depolanmasina izin verir. Rastgele kuvvet Fr parcacigi harekete zorlar ve hem
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anlik hem de depolanan stokastik enerjiyi icerir ve sonrasinda bu enerjiyi ortama geri
birakir.

GLE, hizli bir gekilde saliman bir kiire lizerinde zamana bagl siirtiinmeyi
aciklamak icin gerekli olan denklemin Markovian olmayan halinin genellestirilmis
halidir. Viskoz siirtiinme Langevin denklemindeki (Denklem 2.13) gibi kiirenin anlhik
hiziyla degil ge¢misteki tiim zamanlardaki hiziyla orantilidir (Denis ve Morris 1990).
Genellestirilmis Langevin denkleminde viskoelastik hafiza fonksiyonu (& (t)) ile
hiz otokorelasyon fonksiyonu arasindaki iligkiyi tamimlamak icin tek tarafli Laplace
doniistimii ve esboliistim teoremi kullanilir (Mason vd 1997).

dV(t)_ l ‘ / _/ / l
% - o Odt&(t t)V(t)+mFR (2.39)

Esitligin her iki tarafi t = 0 anindaki parg¢acigin ilk hizi v (0) ile ¢arpilir.

‘ VO V() = —~ tdt’é (=) (v v(0) + i (Fr () v (0)) (2.40)

dt m J

Klasik Langevin denkleminde (Denklem 2.18) ile ifade edildigi gibi rastgele kuvvetin
gecmis hizlarla arasinda olan herhangi bir bag yoktur (Yang 2011). Yukarida yer alan
denklemde kolaylik olmasi agisindan C (t) = (v (0) v (t)) denilsin.

dcdt(t) » —é /0 UE (t— ) C (1) 2.41)

Esitligin her iki tarafinda Laplace doniisiimii uygulanir ve denklem t zaman alanindan s
Laplace frekans alanina taginmis olur.

L{%t(t)}zﬁ{—i/otdt’é (t—t')C(t’)} (2.42)

Elde edilen Denklem (2.42)’in sol tarafina,

c{is) - [t

seklinde bir doniisiim uygulanirsa agagidaki ifade elde edilir (Weber ve Arfken 2003).

L {%ft)} =sC(s) +C(0) (2.43)

Denklem (2.42)’in sag tarafina,

E{/Otszl (t—2)Fy (z)} = £, () f (s)
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doniisiimii uygulanarak asagidaki esitlik elde edilir (Weber ve Arfken 2003).

L E(s)C(s)
L — [ dEGG-t)C(H)p = 22 2.44
{o [wee-ocwf--=0 2.44)
Elde edilen (2.43) ve (2.44) numarali denklemler Denklem (2.42)’de yerlerine yazilarak,
~ C(0
C(s) = —mCO) (2.45)
ms + & (s)
esitligi elde edilir ve C (t)’nin esiti yukaridaki denklemde yerine yazilir.
_ m (vZ (0
(V(s)v(0) = <—£)> (2.46)
ms + & (s)
Tek boyutta es boliisiim teoremi,
1 1
ém <V2 (t)> = EkBT
kullanilarak Denklem (2.46), Denklem (2.47) haline doniisiir.
~ kgT
§(s)v(0) = —2—— (2.47)
ms + & (s)

Eylemsizlik terimi ms ¢ok yiiksek frekanslar (~ MHz) diginda ihmal edilebilir ve hiz
otokorelasyon fonksiyonu ile MSD ile iligkilendirilirse asagidaki esitlik elde edilir
(Levine ve Lubensky 2000).

§(5) v (0)) = gc (AP )} = § (A (s)) (2.48)

Hiz otokorelasyon fonksiyonu, MSD’nin Laplace doniisiimii cinsinden yazildigi zaman,
Laplace alanindaki hafiza fonksiyonu icin asagidaki denklem elde edilir (Gardel vd
2005).

= 6kBT

E(s) = TIAZ (S AP () (2.49)
Denklem (2.49), ilgilenilen malzemedeki Brownian hareketi yapan parcacigin hareket
edebilme yetenegi ile MSD degeri arasindaki iligkiyi temsil eder (Squires ve Mason
2010). Malzemenin ortalama viskoelastik degeri ile hafiza fonksiyonunu iligkilendirmek
icin Stokes yasasi, frekansa bagh komplex viskoziteyi i¢inde barindirarak genellestirilir
(Mason ve Weitz 1995). Bu durum Laplace frekans alaninda hafiza fonksiyonu ile
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kompleks kayma modiilii arasindaki iliski asagidaki gibidir.

G(s) =7 (2:50)

Malzemenin esneklik modiilii ile malzeme i¢inde Brownian hareketi yapan parcacigin
MSD degeri, Denklem (2.49) ve Denklem (2.50) birlestirilirek bulunur (Gardel vd 2005).
kgT

(ar() = 7rsG (s)

(2.51)

Elde edilen bu denklem kompleks sivilar i¢cin Stokes-Einstein denkleminin frekansa
bagh olarak genellestirilmig halidir. Tamamen viskoz sivi1 i¢inde difiiz eden serbest bir
parcacik i¢in,
6D
(A (s)) = — (2.52)

g2

Genellestirilmis Stokes-Einstein denklemi (GSER) daha onceden frekanstan bagimsiz
olan viskozite i¢in de yazilabilir. Genellestirilmis Stokes Einstein denkleminin bu
sonucu ile Brownian hareketi yapan parcaciklarin MSD degerinin zaman i¢indeki evrimi
incelenerek frekansa bagli viskoelastik lineer tepki ol¢iilebilir (Gardel vd 2005).

2.5. Parcacik Izleme

Temel prensibi Brownian hareketine dayandirilan parcacik izleme teknikleri
difiizif davramig1 ve tasinim ozelliklerini tespit etmede kullanilan yaygin ve basit bir
tekniktir. LDPT, DWS ve djjital video mikroskopi basta olmak tizere goriintii yakalamak
icin farkli metodolojileri vardir (Crocker vd 2000, Mason vd 1997 ve Slopek vd 2006).
Brownian hareketi, istatistiksel olarak rastgele bir siirec oldugundan dolay1 pargacik
analizi icin fazla sayida veri elde etmek Onemlidir (Qian 2000). Parcacik izleme
teknikleri genellikle DNA, protein ve hiicreler gibi biyomalzemeler, koloitler ve kiiresel
ya da kiiresel olmayan parcaciklari gézlemlemede kullanilabilir. Brownian hareketinin
bu gibi uygulamalarinin yani sira akigkan hizinin 6lgiimiinde ve cokelme siireclerinde
de kullanilabilir. Mikroreoloji ayrica polimerler ve biyomalzemeler gibi viskoelastik
davranis sergileyen karmagik sivilarin yapisini incelemede kullanilan en 6nemli pargacik
izleme uyglamalarindandir. Ayrica parcacik izleme teknolojisi jellesme siirecini izlemek
icinde kullanilabilir. Bu tez ¢alismasinda jellesme dinamigini incelemek i¢in pargacik
izleme tekniklerinden dijital video mikroskopi kullanilacaktir.

2.5.1. Dijital video mikroskopi

Malzeme yapisin1 incelemede kullanilan mikron boyutundaki pargaciklarin
hareketini takip etmek, bu tez c¢alismasindaki en kritik noktalardan biridir.  Bu
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takibi gerceklestirebilmek icin yiiksek c¢oziiniirliikklii goriintiileme kapasitesine sahip
optik mikroskop ve dijitallestirilmig goriintiileri analiz etmek i¢in goriintii igleme
algoritmalarina ihtiyag¢ vardir.

Dijital video mikroskopi metodu, pasif mikroreolojide kullanilan oldukca yaygin
ve basit bir tekniktir. Tipik bir video tabanli deneyde zamanin bir serisi olarak
mikroskoptan alinan goriintiiler CCD kamerayla (Charge Coupled Device) goriintiilenir
ve kaydedilir (Gardel vd 2005). Video goriintiileri, goriintii tutucu (frame grabber) ile
donatilmig bir bilgisayar kullanilarak sayisallastirilir (dijitallestirilir). Dijitallegtirilmis
goriintiiler her bir karedeki parcacik konumlarini tespit etmek i¢in analiz edilir. Pargacik
merkezlerinin dogru bir sekilde tespit edilebilmesi icin her bir parcacigin goriintiisiine
karsilik gelen piksel sayisinin 4 ya da daha fazla olmasi gerekir.

Dijjital video mikroskopi, 1996 yilinda J. C. Crocker ve D. G. Grier tarafindan
gelistirildi (Crocker ve Grier 1994). Dijital video mikroskopide pargaciklarin hareketleri
dogrudan kaydedilir ve goriintii isleme programlarinda kullanilan algoritmalar sayesinde
MSD’ye doniistiiriilir.  Bu tez calismasinda parcacik izlemek icin degerli bir web
kaynak olan E. R. Weeks, J. C. Crocker ve grubunun pargacik izleme yontemlerinden
yararlanilacaktir (Weeks ve Crocker 2000). Bu web sitesinde parcacik izlemeyle
ilgili verilen ayrintili bilginin yam sira IDL, MatLab ve C++ i¢in parcacik izlemede
kullanilacak temel kodlar bulunmaktadir.

Diger parcacik izleme metotlarindan farkli olarak dijital video mikroskopi,
frekans araligi 100 Hz’den daha az frekans araligina sahip dijital videonun hiziyla
stnirlandirilmistir.  Ancak dijital video mikroskopi, es zamanli olarak cok sayidaki
parcacigin takibini yapabilir ve dogrudan yer degistirmenin gozlemi yapilabilir. Dijital
video mikroskopi, es zamanl olarak yiizlerce mikron boyutundaki koloit parcaciginin
rastgele hareketini takip etme ve ayri ayri her bir pargcacigin yoriingesini koruyarak tiim
parcacik toplulugunun ortalama MSD degerini elde etme yetenegine sahiptir.

Reolojik ozellikleri hesaplamak i¢in dijital video mikroskopi araciligiyla
kaydedilen koloit parcaciklarinin sergiledigi difiizif davranig, koloit parcaciklarinin
ortama verdigi reolojik tepkinin bir yansimasidir (Crocker vd 2000, Mason vd 1997).
Bu difiizif davranis MSD ile tanimlanir. Tek bir parcacigin hareketiyle iliskilendirilen
tek nokta mikreolojide gecikme zamani 7’nun bir fonksiyonu olarak MSD enklem 2.25
ile ifade edilir.

<Axi2> = <|Xi (t+ 1) — x; (t)\2>

Bu metodun temel konsepti Brownian hareketine, GLE ve GSER’ye dayanir (Mason
ve Weitz 1995 ve Mason 2000). Ornegin polimer jel ya da biyomalzemeler gibi
karmagik yapili bir ortamda bulunan mikron boyutundaki par¢aciklarin davranist GLE ile
tanimlanir. Ayrica kaydedilen bu davranis, sirasiyla agin enerjiyi depolama ve enerjiyi
dagitma modiilii olan G’ (w) ve G” (w) ile malzemenin komplex modiiliinii biinyesinde
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bulunduran frekansa bagli GSER (2.52) araciligiyla reolojik verilere doniistiiriilebilir.

2 _ kp
(ar(s) = 7rsG (s)

Dijital video mikroskopi, parcacigin malzeme i¢indeki T gecikme zamanina bagh elde
edilen MSD egrisiyle ve GSER kullanilarak elde edilen frekansa bagh reolojik 6zellikler
Sekil 2.4’teki gibi Ozetlenebilir. Bu tez ¢aligmasinda parcaciklarin konumlarinin
ve izlerinin tespit edilmesinde Crocker ve arkadaslarinin gelistirdigi algoritmalarin
bulundugu IDL yazilim paketi kullanilacaktir (Crocker ve Grier 1996).

r
. (@ y <ri(t)> G'(w),
{ G"(w) -
o @
> —
X t
Koloit DL Zamamn fonksivonu Frekansin
pm’gacﬂd?? lcllandarake olarak pargaciklarin f‘fﬂkﬁ}"?ﬂu ?lﬂfﬁk
malzeme igine | —> parcacidar MSD degeri G'(w) ve G'fw)
gomiiliir ielenir hesaplanr modiilleri
hesaplanir

Sekil 2.4. Tipik bir parcacik izleme mikroreoloji deneyinin sematik gosterimi (Chen 2010).

2.6. Tek Parcacik Mikroreoloji

Tek parcacik mikroreolojisi, 0zellikle kompleks sivilarin reolojik 6zelliklerini
O0lcmede son yillarda gelistirilmis olan kullaniglt ve yeni bir deneysel tekniktir (Mason
vd 1997, Xu vd 1998 ve Mason vd 1997). Sekil 2.5’te resmedildigi gibi temelinde bir
ortam i¢inde hareket eden tek bir parcacigin gozlemine dayanir.

Tek parcacik mikroreoloji deneyleri, kiiciik hacimli malzemelerin klasik
Olctimlerle erisilemeyen frekans araliklarinda verdigi reolojik tepkinin o6zelliklerini
arastirmak icin kolaylik saglayan giiclii bir aractir. Tek bir parcacigin bulundugu
ortamdaki parcaci@in hareketi, Brownian hareketiyle tanimlanir ve bu parcacigin da
icinde bulundugu ortamin 6zelligini yansittig1 varsayilir (Gardel vd 2005). Tek bir
parcaciktan alinan veriler parcacigin etrafin1 saran ortamin viskoelastik tepkisini ve
reolojik ozelliklerini yansitir (Mason vd 1997). Bu metodun en 6nemli 6zelligi basta
biyomalzemeler olmak iizere bir ¢cok komplex malzemenin bolgesel olarak heterojenligini
incelemede etkili olmasidir. Ilk olarak 1997 yilinda Mason ve arkadaslari bu deneysel
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Sekil 2.5. Polimer jel yapisimi olusturan agst yapi ic¢indeki tek bir koloit parcacigi (Schnurr vd
1997)

tekni8i kullanarak konsantre edilmis DNA soliisyonunun tepkisini incelediler (Mason
vd 1997). Elde edilen veriler klasik reoloji sonuclariyla kiyaslandiginda birbirlerine
paralel sonuclar elde ettiler. Ama klasik reoloji deneyleri yalnizca malzemenin verdigi
ortalama tepkiyi incelerken tek nokta mikroreoloji deneyi malzemeyi bolgesel olarak
degerlendirme imkani sunar.

Brownian hareketine dayandirilarak zamanin bir fonksiyonu olarak elde edilen
MSD, en 6nemli fiziksel 6zelliktir. Ags1 yap1 icinde Sekil 2.5’te tek bir koloit parcaciginin
resmedildigi gibi, tek parcacik mikroreolojisinde her bir koloit parcaciginin ayri ayri
takip edilmesiyle ortalama MSD degeri elde edilir. Koloit parcaciklari ile malzemenin
reolojik ozellikleri arasinda koprii gorevi goren GSER araciligiyla malzemenin zamana
ya da frekansa bagli kayma modiiliine doniistiiriilir (Mason ve Weitz 1995, Mason vd
1997).

Tek parcacik mikroreolji deneyleri bazi avantajlar1 sunarken belirli kisitlamalarida
beraberinde getirir. Teorik olarak koloit parcaciklarinin hareketi, etrafin1 saran ortamin
viskoelastik 6zeliginin bir yansimasidir. Ancak bu incelenecek her malzeme tipi i¢in her
zaman uygun olmayabilir. Homojen ve izotropik malzeme i¢in GSER, i¢cinde bulunan her
bir koloit parcaciginin hareketinden elde edilen malzemenin kompleks kayma modiiliinii
her zaman dogru bir sekilde verir. Aksine heterojen malzeme i¢inde bulunan her bir
koloit parcaciginin hareketi, malzemenin viskoelastik 6zelligi yerine icinde bulundugu
bolgesel ortamin 6zelligini yansitir ve boylece farkli parcaciklar kullanilarak malzeme
icindeki farkli bolgeler kesfedilir (Song 2011). Bu durumlar dogrultusunda tek pargacik
kullanilarak gerceklestirilen mikroreoloji deneyinde kullanilan koloitlerin yiizey kimyasi
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ve boyutlar1 onemli etkiye sahiptir.

2.7. Mikroreolojide Parcacik Yiizeyinin Etkisi

Karmagik yapili malzemelerin yapisal 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilan
mikroreoloji teknikleri, bdylesi yapilar1 olusturan temel fonksiyonlarin i¢ yiiziini
anlamada yardimc1 olur. Ancak deneysel verilerin analizi sonucunda yorum yapabilmek
icin ag ile koloit parcacig1 arasindaki etkilesimin yeterince iyi bilinmesi gerekmektedir
(Valentine vd 1997). Valentine ve arkadaglar1 deney sirasinda segtikleri bazi koloit
parcaciklarinin kendilerini i¢inde bulunduklart mikro ortamin farkli 6zelliklerine gore
ayarladiklarini tespit ettiler.

Mikroreoloji deneylerindeki ortami izlemesi i¢in gdmiilen koloit parcaciklarinin
yer degistirmesi, parcacik ve ag arasindaki yapisal ve kimyasal etkilesimlerin yan1 sira
bolgesel viskoz ve elastik kuvvetlere kars1 da son derece hassastir (Valentine vd 1997).
Eger incelenecek malzeme i¢ine eklenen koloit parcaciklar i¢inde bulundugu bolgenin
yapisini degistiriyorsa elde edilen veriler giivenilir olmayacaktir. Parcaciklar ile malzeme
arasinda gerceklesebilecek boylesine etkilesimlerin varligi onemli bir problemdir ve
genel olarak koloitler ve protein yapili aglar arasindaki kimyasal etkilesimler goz
ard1 edilmemelidir. Bu nedenle incelenecek malzemenin analizi yapilmadan evvel
parcacik ve ag arasindaki etkilesimlerin iyi biliniyor olmasi gerekmektedir. Bu tip
etkilesimlerin dogasin1 arastirmak icin McGrath ve arkadaglari F-actin agina cesitli
koloit parcaciklarin ekleyerek sistemin mikroreolojisini incelediler (McGrath vd 2000).
Parcacik hareketlerinden elde etikleri veriler dogrultusunda F-actin aginin viskolastik
ozelliginin parcacigin yiizey kimyasina bagli oldugunu tespit ettiler (Sekil 2.6).

Agm ic¢inde bulunan koloit parcacigiile ag arasinda gercklesecek hernhangi
bir etkilesim agin yapisini degistirme ya da bolgesel olarak kiiciik heterojenliklerin
olusumuna neden olur. Sekil 2.7-a ve 2.7-b’de goriildiigii gibi ag ile etkilesime giren
koloit parcacigr ag1 olusturan ipliklere yapisir. Bu durumda parcacigin hareketi agin
dalgalanmasini1 yansitmamaktadir. Ayrica proteine karsi dayanikli olmayan r yaricaph
koloit pargaciginin agin gozenek boyutu olan &’den kiiciik olmasi parcacigin oyuk
duvarina yapismasina da neden olur. Boylelikle kiiciik ortamlar1 kesfetmesi beklenen
koloit pargaciklarindan yanlis reolojik bilgilerin alinmasi, agin yapisal o6zelliklerinin
belirlenmesinde biiyiik belirsizliklere yol agmaktadir (Valentine vd 1997).

Bu durumun aksine capraz bagli olmayan esnek polimer solusyonlarinda
(polietilen oksit) parcacigin ylizey kimyasinin herhangi bir etkisinin olmadig1 Dasgupta
ve arkadaslar1 tarafindan gozlenmistir (Dasgupta 2002). Dolayisiyla yeni bir sistem
tizerinde tek parcacik mikroreoloji deneyi gergeklestirilirken elde edilen sonuclari
yorumlamadan Once ilk olarak malzeme i¢inde izleyici parcacik olarak kullanilacak
koloitlerin yiizey kimyasini test etmek gereklidir.
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Sekil 2.6. En yiiksek modiilden en diisiik modiile gore siralanacak olursa; ince diiz cizgi
polisilin kapli polistiren parcaciklar1 (PLY-PS), kesikli noktali ¢izgi karboksilatl
polistiren pargaciklar (COO-PS), noktali ¢izgi %6 biyotinlenmis aktindeki
streptavidin-conjugated pargaciklari (STA), kesikli cizgi biyotinlenmemis aktindeki
STA parcgaciklari, kalin diiz ¢izgi s181r serum albiiminli polistiren (BSA-PS) parcaciklari
(McGrath vd 2000)

2.8. Mikroreolojide Ag Gozeneginin Boyutu ve Parcacik Capimin Etkisi

Mikroreoloji deneylerinin analizi malzemenin mikro yapisina ve parcacik-ag
arasindaki iligkinin dogasina bagl oldugu kadar pargacik ¢cap1 ve agin gézenek boyutuna
da baglidir. Bu nedenle incelenecek malzemenin yeterince sert olusu ya da yapisal
uzunluk 6l¢ceginin mikron boyutunda olmasi boylesi malzemelerle caligsmay1 zorlastirir.

Malzeme icine eklenen koloit parcaciklarinin boyutunun etkisi, tek parcacik
mikroreoloji deneyinde yasanabilecek bir diger sorundur. GSER’nin en Onemli
varsayimlarindan birisi de Ol¢iimii yapilacak malzemeye eklenen koloit capinin,
malzemenin tiim yapisal uzunluk Olceklerinden daha biiyiik olmak zorunda olusudur
(r> &). Tek pargacik mikroreolojisinde malzemenin kompleks modiilii, ayri ayri her
bir koloitin hareketinden hesaplandigindan dolayr malzemenin verecegi tepki, koloit
boyutunun malzemenin uzunluk dl¢eklerinden daha biiyiik olmasi kosuluyla olciilebilir
(Song 2011).

Malzeme ile etkilesime girmeyen r capli koloit parcacigi malzemenin gdzenek
boyutu &’den yeterince biiyiik oldugunda (Sekil 2.8-a), parcacigm yaptigi Brownian
hareketi bolgesel olarak malzemenin verdigi tepkinin bir Olgiisii olur (Gardel 2004
ve Gisler ve Weitz 1999). Bu durumda ortamda bulunan koloit pargaciginin MSD
degeri ile frekansa bagli GSER iligkilendirilerek malzemenin frekansa bagli elastik
modiilii (G') ve viskoz modiilii (G") hesaplanabilir (Gittes ve MacKintosh 1998). Ag
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Sekil 2.7. a) r<€ olmak iizere proteini absorbe eden ve aga yapisan koloit parcaciginin bulundugu
mikro ortamin konsatrasyonunu degistirmesi. b) r<€ olmak iizere ¢ok Kkiiciik
miktarlarda proteini absorbe eden koloit parcaciginin gézenegin duvarina yapismasi
(Valentine vd 1997)

ile herhangi bir kimyasal etkilesime girmeyen parcacigin capi ag gdzeneginin boyutu
ile yaklagik olarak ayni ise (r~ &) par¢acigin MSD bilgisinden i¢inde bulundugu mikro
ortamin Ozelligi incelenebilir (Gardel vd 2003 ve Gardel 2004). Ancak Sekil 2.8-b’de
resmedildigi gibi r< & oldugu durumda, koloit parcacigi ag§ gozeneginin igine dogru
hareket eder. Parcacigin hareketi sadece icinde bulundugu ortamin viskoelastik tepkisinin
bir Olgiisii olmakla kalmaz aym1 zamanda da oyuk duvarlarinin neden oldugu yapisal
engellemelerinde bir olgiisti olur(Valentine vd 2001). Gozenek i¢indeki parcaciklarin
hareketleri malzemenin toplu 6zelliklerinden ziyade daha ¢ok bu gdzeneklerin yapisal ve
mekanik ozellikleri hakkinda bilgi edinilebilir.

Gozenek boyutu £=0,3 um ve hacimce agirhigi 0,9 mg olan F-actin i¢inde bulunan
tim koloit parcaciklarinin hareketlerinden elde edilen MSD verilerinin ortalamasinin
alinmasiyla elde edilen topluluk ortalamali MSD egrisi Sekil 2.9°da resmedilmistir.
Tiim pargaciklar iizerinden alinan topluluk ortalamali MSD egrisinde 0,23, 0,32 ve
0,42 um’lik ¢aplh parcaciklarin MSD verisinde goriinen diizliik, koloitlerin F-actin ag1
tarafindan kisitlandiginin ya da gézenek icinde hapsoldugunun kanitidir. Eger MSD’de
gériinen bu diizliikk agin G’ elastikliginin bir &lgiisii ise aralarindaki iliski Denklem 2.53
ile verilir.

kgT
Ax* (1 — = 2.53
(Ax* (1 = 00)) = — = (2.53)
Eger MSD’deki diizliik & uzunlugundaki ag gézenegin bir Slgiisii ise
=1+ (A2 (1 — 0))? (2.54)
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Sekil 2.8. Proteine kars1 direngli olan koloit parcacigi ile agin gozenek boyutu arasindaki
iligki. a) > & durumunda parcacifin hareketi dogrudan agin lineer viskoelastik
Ozelligini yansitir. b) r< & durumunda koloit par¢aciginin hareketi i¢inde bulundugu
mikro ortamin viskozitesine ag ile arasindaki hidrodinamik etkilesime kars1 duyarlidir
(Valentine vd 1997)

seklinde verilir. Burada gozenek boyutu parcacigin MSD degerindeki diizliigiin kare kokii
ile capinin toplami kadardir.

26



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI Asli GENCASLAN

—_

]_0- E T T T T ||||| T T T T T T1T1T T T T T 171 |||£
o “ r(em) 1P -
§ 1023 = ——
b 02 032 4 L
« 107 o4 e - E
s r ... ||||"|I'=“..=‘“
b\::, : | ¢ ..m“ .'_
v
v 107 £ ' E
= - ]
* = -
/‘/\__‘-\ — -
\-,‘_:/ L _
Z 0
W C Lol Lol N R E
10-2 10-1 ]0{] IO]
7 (sec)

Sekil 2.9. £=0,3 ve hacimce agirligi 0,9 mg F-actin i¢inde bulunan koloit par¢aciklarindan kirmizi
renkli olan 0,23 um’lik, mavi renkli olan 0,32 um’lik ve siyah renkli olan ise 0,42
um’lik koloit parcaciklarinin MSD egrisini temsil etmektedir (Gardel 2004)

Lu ve Solomon, polimer soliisyonlarinin mikroreolojisini incelemek i¢in parcacik
boyutunun etkisi iizerine arastirma yaptilar (Lu ve Solomon 2002). Sekil 2.10°da
resmedildigi gibi, boyutlar1 farkli olan parcaciklarin icinde bulundugu ortamdan yansiyan
G ve G" degerlerinin, yiiksek frekanslara dogrur gidildikce (w>10? Hz) bariz sekilde
farklilagtigin gozlediler. Bu aralikla agin enerjiyi dagitma 6zelligini temsil eden viskoz
modiiliin (G"), frekansin artmastyla birikte azalan bir davranis sergiledigi ve bu davranigin
biiyiik capli parcaciklarda daha berlirgin oldugu gozlenir.

Bir cok alanda etkin bir sekilde kullanildig1 gibi biyoloji alaninda da kullanilan
tek parcacik izleme mikroreolojisi yasayan hiicrelerin zar reolojisini, dinamigini ve
mekanigini anlamaya yoOnelik zarin yiizeyine eklenen pargaciklarin diifizif davranisini
inceler (Lau vd 2003 ve Chen vd 2003). Iki boyutlu arayiizey etkilesimlerinde kullanilan
bu teknik ile elde edilecek reolojik bilginin yardimiyla yiizeydeki molekiiler etkilesmeleri
anlamada kullanilabilir (Yim ve Fuller 2003).
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Sekil 2.10. Farkli boyutlardaki parcaciklar kullanilarak %4 molekiil agirligina sahip polimer
solusyonuyla iligkilendirilen a) elastik modiil (G/) ve b) viskoz modiil (G”) (Lu ve
Solomon 2002).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. EsPA ve K3;PA Molekiillerinin Sentezlenmesi

EsPA ve K3PA molekiilleri, Yrd. Do¢. Dr. Deniz KAYA tarafindan
yiiriitiilmiis olan 114M143 numarali TUBITAK projesi kapsaminda Bilkent UNAM
(Uluslararas1 Nanoteknoloji Arastirma Merkezi) tarafindan kati faz peptit sentezi
kullanilarak sentezlenmistir. PA molekiillerinin u¢ kisimlarinda yiiksek molekiil agirlikli
kat1 fazin kullanilarak kademeli bir sekilde amino asitlerin eklenmesiyle peptit zincirleri
olusturulmustur.  Fizyolojik kosullarda lizin iceren K3PA molekiilii bazik o6zellik
sergileyip pozitif yiiklii iken E3sPA molekiilleri biinyesinde bulundurdugu glutamik asitten
kaynakli olarak negatif ytikliidiir. Bir araya gelerek kendiliginden diizenlenme olayini
gerceklestirerek nanofiber olusturan EsPA ve K3PA molekiillerinin kimyasas yapist Sekil
3.1 ile verilmistir.

E3PA Oy -OH
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Sekil 3.1. Bilkent UNAM’da sentezlenen E3PA ve K3PA molekiillerinin kimyasal yapilari

3.1.1. E5PA ve K3;PA molekiillerinin jellesmesi

EsPA ve K3PA molekiilleri alifatik kuyruk, B yapragini ( sheet) olusturan
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"VVAG’ motif ve fizyolojik kosullar altinda elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari
ve hidrofobik etkilesimler araciligiyla kendiliginden diizenlenmeyi tetikleyen zit
yiikli amino asitlerden olugmaktadir. ~UNAM tarafindan yapilan zeta potansiyeli
Olciimleri dogrultusunda 1 mM’lik EsPA ve Ks;PA molekiillerinin sirasiyla 3:4
oraninda karistirilmasiyla nanofiber olusumu goézlenmistir. Zit yiikli EsPA ve K3PA
molekiillerinin sulu ¢o6zeltilerinin karigtirllmasiyla elde edilen nanofiber yapisinin
yakindan goriintiilenmesi icin Bilkent UNAM’da bulunan FEI markali Tecnai G2 F30
model TEM kullamlmugtir (Sekil 3.2-a). Olusan nanofiber yapisinin iskelet yapisinin
goriintiilenmesi i¢in de Bilkent UNAM’da bulunan FEI marka Quanta 200 FEG SEM
kullanilmistir (Sekil 3.2-b).

Biyomolekiillerin kendiliginden diizenlenme siirecinde bir araya gelme olayini
tetikleyen kritik konsantrasyon degerinin belirlenmesi kendiliginden bir araya gelme
kosullarini, mekanizmasini ve yapi-fonksiyon iligkisini anlamak icin ¢ok dnemlidir. PA
molekiillerinde bir araya gelme siirecinin baglamasiyla birlikte kendiliginden diizenlenme
siiresince alkil kuyruk ve molekiiller arasindaki hidrofobik etkilesimlerle molekiil
yapisinda bulunan hidrofobik molekiiller kapsiillenebilmektedir.

Sekil 3.2. EsPA ve K3PA molekiillerinin bir araya gelmesiyle olugsan nanofiber yapisinin a) TEM
ve b) SEM goriintiisii

3.2. Ornekleri Hazirlama

1 mM stok soliisyonu olarak elde bulunan EsPA ve K3PA soliisonlart deiyonize
su kullanilarak 0,1-0,2-0,3-0,4-0,5 ve 0,6 mM’lik konsantrasyon degerlerine seyreltildi.
Farkli konsantrasyon degerlerine sahip E3PA ve Kj3PA soliisyonlart birbirleriyle
karistirllmadan Once ayr1 ayr1 15 dk boyunca sonike edildi.

Jel karigtminin igine konulacak koloit pargaciklari TUBITAK projesi kapsaminda
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Cizelge 3.1. Negatif yiiklii koloit parcaciklarinin eklendigi PA karigimi

Numune Konsantrasyon | Numune | Bir Araya | Parcacik Konlzs'zlrﬁ?acékonu
Degeri (mM) | Yiiki | Gelme | Yiikii Y
(mg/ml)
EsPA 0,1 - Yok - 0,01
KsPA 0,1 + Yok - 0,01
EsPA ve KsPA 0,1 Notr Var - 0,01
Karigimi

Sigma Aldrcih adli web sitesinden alinmig olup her bir parcacik karisiminin hacimce
agirligr yaklasik olarak %2,5 ya da 2,5 mg/ml’ dir. Goriintiileme i¢in karigimin igine
konulacak olan koloit parcacik karsimlarindan bir miktar alinarak hacimce agirliginin
yeterli olacagim bildigimiz %10 degerinde seyreltildi ve 6l¢lim kolaylig1 acisindan son
konsantrasyon degeri olarak %1°de karar kilindi.

Calismada kullanilacak olan 3 farkli koloit parcaciklarindan ¢ap1 0,5 um olan
koloitler karboksilatla kaplanmig olup negatif yiikliidiir. Diger ikisi 1 yum c¢apinda olup
karboksil ve amin ile modifiye edilmis olup sirasiyla negatif ve pozitif yiikliidiir.

3.2.1. Peptit Jele Negatif Yiiklii Parcaciklarin Eklenmesi

0,1 mM’a seyreltilmis olan negatif yiiklii E3PA i¢ine karboksilatla kaph koloit
parcaci81 29:1 oraninda konularak toplam hacim 30 ul’ye tamamlandi. E3;PA ig¢indeki
koloitlerin karigim icinde diizgiin dagilmasi i¢in yaklasik 15 dk vorteks ile ¢alkalandi
ve karigimin iizerine 0,1 mM konsantrasyon degerine sahip toplam 40 ul hacmindeki
K3PA eklendi. FElde edilen karisimin kendiliginden diizenlenme siirecini etkilememek
icin herhangi bir ¢alkalama ya da sonike etme islemi uygulanmadi.

PA soliisyonlarinin bir araya gelme kritik konsantrasyon degerindeki 0,1 mM’lik
EsPA ve K3PA karistirilmadan 6nceki hali ve negatif yiiklii pargaciklarla karistirildiktan
sonraki hali Cizelge 3.1’de verilmistir.

3.2.2. Peptit jele pozitif yiiklii parcaciklarin eklenmesi

0,1 mM’a seyreltilmis olan pozitif yiiklii E3PA soliisyonunun icine amin ile
kaplanmis pozitif yiiklii koloit par¢acig1 39:1 oraninda eklenerek toplam hacim 40 ul’ye
tamamlandi. K3PA icindeki koloitlerin karisim icine diizgiin dagilmasi i¢in yaklasik 15
dk vorteks ile calkaland1 ve karisimin iizerine 0,1 mM konsantrasyon degerine sahip 30
ul hacmindeki EsPA eklendi. Elde edilen karisimin kendiliginden diizenlenme siirecini
etkilememek i¢in herhangi bir ¢alkalama ya da sonike etme islemi uygulanmadi.

PA soliisyonlarinin bir araya gelme kritik konsantrasyon degerindeki 0,1 mM’lik
EsPA ve K3PA karistirnlmadan 6nce ve pozitif yiiklii parcaciklarla karigtirildiktan sonraki
hali Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Pozitif yiiklii koloit parcaciklarinin eklendigi PA karisimi

Numune Konsantrasyon | Numune | Bir Araya | Parcacik Konl:iﬁ?;;konu
Degeri (mM) | Yiiki | Gelme | Yiiki y
(mg/ml)
EsPA 0,1 - Yok + 0,01
KsPA 0,1 + Yok + 0,01
EPA ve KsPA 0,1 Notr Var + 0,01
Karigim

3.2.3. Peptit jel karisimim goriintillemeye hazir hale getirme

Negatif yiiklii 0,1 mM konsantrasyon degerine sahip E3PA soliisyonuna yukarida
belirtilen miktarda negatif yiiklii 1 um capli koloit parcaciklarinin eklenmesiyle elde
edilen 30 ul’lik karisima 40 ul KsPA'nin eklenmesiyle kendiliginden diizenlenme siireci
tetiklenmis oldu. Lam iistiine eni ve boyu sirasiyla 0,5-2 cm olan parafinlerden iki
tanesi aralarinda yaklasik 0,5 cm bosluk olacak sekilde karsilikli yerlestirildi ve iistii
lamel ile kapatilarak ornek hiicresi olusturuldu. Mikro pipet yardimiyla icinde koloit
parcaciklarinin oldugu nanofiber jel karistmindan yaklasik 15 ul alindi ve Onceden
hazirlanmis olan 6rnek haznesine pipetlendi. Ornek haznesine konan jel ile havanin
temasin1 engellemek adina acgik olan yerler epoksi yardimiyla kapatildi. Goriintiilenmeye
hazir hale gelen jel yapisinin floresan mikroskopu altindaki goriintiisii alindi (Sekil
3.3). Brownian hareketi yapan koloit parcaciklarinin floresan mikroskopu altindaki
goriintiisiinii yakalama siireci Akdeniz Universitesi Histoloji Boliimii’nde gerceklestirildi.

3.3. Parcacik izleme Mikroreolojisi ve Dijital Video Mikroskopi

3.3.1. Floresan mikroskopuyla goriintii alma

Ornek haznesindeki numune, Akdeniz Universitesi Histoloji boliimiinde Olympus
BX61 markali floresan mikroskopa ait Olympus DP30 marka kamera ve 100x ve 1,3
NA degerlerine sahip yag daldirmali objektif ile goriintiilendi. Goriintiillenmeye hazir
hale getirilen numunelerin tamami, parcaciklarin 90-120 saniye kadar goriis alaninda
kalmasin1 saglayacak elastikliktedir. Farkli konsantrasyon degerine sahip icinde 1
um capl koloit parcaciklarinin bulundugu ornek icin saniyede 29 goriintii yakalama
hizina sahip DP30 marka kamera kullanilarak 120 saniyelik goriintiiler alindi. 0,5 um
capindaki koloit parcaciklarinin i¢cinde bulundugu karisim i¢in, 1364x1024 piksel CCD
cip genisligine sahip kamera 1x1 bin durumunda saniyede yaklasik 14,5 goriintii karesi
yakalanarak yaklasik 120 saniyelik goriintii alindi. Hazirlanan 6rneklerin hemen hemen
hepsi, yaklagik 90-120 saniye kadar koloit parcaciklarinin goriis alaninda kalmasini
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Sekil 3.3. 1 um ¢aph koloit pargaciklarinin i¢inde bulundugu jel yapisini goriintitye hazir getirme

saglayacak elastikliktedir.

3.3.2. IDL’de goriintii analizi

Floresan mikroskopu kullanilarak alinan goriintiiler biitiinii, analog ortamdan
dijital ortama aktarilirken goriintiilerde bir takim giiriiltiiler bulunmaktadir. Bu gibi
giirtiltiilerden goriintiiyli arindirmak ve gerekli reolojik hesaplamalar1 yapmak icin IDL
goriintii analizi programi kullanilacaktir.

Dijital video islemedeki son gelismeler, koloidal siispansiyonlar {izerinde
calismak i¢in yeni firsatlar sunar. Video mikroskopi ile birlestirilen dijital video
analizi, ayr1 ayr1 her bir koloit pargcaciginin izlerinin tespitinde c¢ok biiyiik kolaylik
saglar. Perrin’nin Brownian hareketi iizerine yapmis oldugu fotografik ¢alismadan bu
yana kaydedilen goriintiilerin analizi; 2 ve 3 boyutlu sistemlerdeki faz gecislerinin
aragtirtlmasi, koloit dinamigini dis kuvvetlerin varliginda incelenmesi ve birbirinden
yalitilmis koloit mikrokiire cifleri arasinda dogrudan olan etkilesimleri dlgmek igin
kullanilir (Crocker ve Grier 1996, Crocker ve Grier 1994 ve Kepler ve Fraden 1994).
Koloit pargaciklarinin video goriintiilerinin analizi ayr1 ayr1 goriintiilerdeki kusurlari
diizeltmek, dogru bir sekilde parcaciklarin izlerini bulmak, dijital goriintiide pargacikmis
gibi algilanan yanlis tanimlar1 ortadan kaldirmak ve parcaciklarin konumlarini bir sonraki
goriintii karesindeki konumuyla birlestirerek parcacik izini belirlemek seklinde 4 asamada
gerceklestirilir (Crocker ve Grier 1996). Bu tez ¢alismasinda olduk¢a 6nemli bir yere
sahip bu agsamalar iist diizey bir programlama dili olan, iicretsiz olarak edinilebilen,
astronomi ve yerbilimlerinde yogun olarak kullanilan IDL (Interactive Data Language)
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ile gerceklestirildi (Crocker ve Grier 1996).

3.3.2.1. Goriintii filtreleme

0,1 mM konsantrasyon degerine sahip E3PA ve K3PA molekiillerinin olusturdugu
jel i¢inde bulunan 1 um c¢aphh kapli koloit parcaciklarinin goriintiisii floresan
mikroskopundaki Olympus DP30 marka kamera ile 2x2 binleme ile 680x510 piksel
boyutlarinda tiff formati ile kaydedildi. Sekil 3.3’te verilmis olan yiiksek goriintii
kalitesine sahip renksiz ve renkli goriinti hem arka plan parlakliginda kademeli
olarak degisen parlakliklardan hem de her bir dijitallestirilen piksellerdeki hatalardan
kaynakli olarak karli goriintiiye sahip olmasi gibi bir dizi giiriiltii icermektedir. Bu
tiff goriintiistindeki giiriiltiillerden goriintiiyli arindirmak i¢in IDL’de filtreleme isleme
uygulanir. (Crocker ve Grier 1996). 100x yag batirmal1 objektif ile alinan goriintiilerdeki
1 um’lik koloit parcaciklarinin biiyiikliikleri yaklasik olarak 5-7 piksel aralifinda
gozlenmistir (Olympus DP30 kamera goriintiisii i¢in 1 piksel yaklasik 0,259 pum’dir).

Sekil 3.4. 0,1 mM konsantrasyon degerine sahip E3PA ve K3PA molekiillerinin olusturdugu jel
icinde bulunan 1 pum caph karboksilatla kapli koloit parcaciklarinin goriintiisii. a)
Dijital ortama aktarilan kusurlu goriintiiniin siyah beyaz hali. b) Dijital ortama aktarilan
giiriiltiilii goriintiiniin renkli hali

Goriintli karesinde bulunan giiriiltiilerin bir kismindan kurtulmak i¢in yapilan
filtreleme islemiyle ortalama arka plan yogunlugu 6n plana cikarildi. Boylelikle orijinal
parcaciklarin oldugu bolgeler keskin tepe noktali dairesel lekeler ile diisiik yogunluklu
bir arka plan elde edildi. Sekil 3.5.a’da konumu belirtilmis x ve y eksenleri arasinda
kalmais koloit parcaciginin islenmemis goriintiisii bulunmaktadir. Sekil 3.5.a’da yaklasik
7 piksellik bir capa sahip koloit parcacigi icin kare matris sekilde Gauss maskesi
olusturuldu. Olusturulan Gauss maskesi ile islenmemis goriintiideki parcacik ile carpildi
ve siyah arka plan iizerine daha aydinlik piksel degerlerine sahip goriintii elde edildi
(Sekil 3.5.b). Gauss maskesi olusturularak elde edilen filtreli goriintiiniin aydinlik
seviyesi ile iglenmemis goriintiiniin aydinlik seviyesi birbirinden c¢ok farkhidir. Sekil
3.5.a’da islenmemis goriintiide x eksenine karsilik gelen piksel degerlerinin aydinlik
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Sekil 3.5. 0,1 mM konsantrasyon degerine sahip jel icinde bulunan 1 pm ¢apli karboksilatla kapl
tek bir koloit parcacigimin goriintiisii a) Islenmemis renkli goriintii. b) Filtrelenmis
renkli goriintii. ¢) X eksenine karsilik gelen aydinlik seviyeleri. d) Y eksenlerine kargilik
gelen aydinlik seviyeleri

seviyesi (siyah cizgi), Sekil 3.5.b’de verildigi gibi Gauss maskesi ile carpilarak filtreleme
islemi yapildiginda maksimum degere ulasir (kirmuz1 ¢izgi) (Sekil 3.5.c ve Sekil 3.5.d).
Filtreleme iglemi, bir sonraki agsamada parcacik konumunu piksel alt1 hassasiyetle bulmak
icin 6nemli bir adimdir.

3.3.2.2. Parcacik konumlarmin tespit edilmesi

Filtreleme islemi kullanilarak tek bir parcacik i¢in yapilan islemler tiim goriintii
tizerine uygulanarak giiriiltiiniin en aza indigi karanlik bir arka plan iizerinde daha parlak
piksel degerleri elde edildi. Her noktanin en parlak pikseline karsilik gelen parcacik
merkezini bulma iglemi gerceklestirildi. Bir dnceki adimda pargaciga gecirilen maskenin
merkezi disinda kalan parlak alanlar ise parcacik konumunu daha hassas bir sekilde
tespit etmek i¢in kullanild1 (Crocker ve Grier 1996). Koloit parcaciklarinin konumlarini
tespit ederken iglenmemis goriintiideki parcaciklara uygulanan Gauss maskesinin merkezi
parlaklik konumu her bir parcacik i¢in hesaplandi. Ayni parcgacik iizerinden birden fazla
merkez bulmaktan kaginmak ve parcacik konumlarini bulurken hatay1 en aza indirmek
icin bu agsamada kullanilan maskenin boyutu, ya filtreleme adiminda kullanilan Gauss
maskesinin cap1 kadar ya da bir kac piksel biiyiigiinde olusturulmahdir. Ornegin, 7 ya
da 9 piksellik bir alan1 kaplayan parcacik i¢in kullanilacak maske boyutunun 11 olarak
secilmesi, konum bulmadaki hatayr minimuma indirmeye yardimci olur (Crocker ve
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Hoffman 2007). Sekil 3.5.b’de Gauss maskesi gecirilmis parcacik, maske boyutu 11
piksel olacak sekilde maskelendi ve Sekil 3.6’daki gibi daire icine alindi.

Sekil 3.6. Konumu belirli tek bir parcacigin merkezi parlaklik konumunun tespit edilmesi

Parcaciklarin parlaklik merkezinden konumunu tespit ederken, Gauss maskesi uygulanan
bolgede bulunan parcaciklar icin x-y eksenlerindeki parlaklik merkez konumlarinin yam
sira parcacik merkez parlakliklari, yaricaplar1 ve eksantrisitesi de bir sonraki asamalarda
kullanilmak iizere hesaplandi.

3.3.2.3. Sahte parcaciklar1 temizlemek

Filtrelenmis goriintiide yer alan tiim parcaciklarin parlaklik agirlikli maksimum
noktalar1 hesaplanmisti. Ancak bu islemler sirasinda ham goriintiilerdeki giiriiltiiler
yeterince filtrelenmemis olabilir. Boylesi durumlarin varligi bir sonraki adimda merkezi
konumlardan yola cikarak tespit edilecek parcacik izlerinin bulunmasinda ve ortamlarin
mikro Ozelligi hakkinda cikarimlarda bulunurken hatali yorumlara yol agar. Bu
gibi durumlar1 6nceden tespit etmek icin Sekil 3.7°de verilen parlakliga kars1 ¢izilen
eksantrisite grafigine bakilarak ilk olarak parlakliklar1 diisiik seviyede olan yerler
belirlendi. Sonra eksantrisite degeri belirli bir degerin iizerinde olan degerler veri
icinden ¢ikartildi. Ornegin, deneyde kullanilan parcaciklarin kiiresel olmalarindan dolay1
eksantrisitesinin 0’a yakin olmasi beklendiginden analiz agamasinda 0,2’den biiyiik
degere sahip olan veriler goz ardi edildi.
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Sekil 3.7. Goriintii icinde bulunan pargaciklarin aydinlik seviyesine karst ¢izilen eksantrisite
degeri

3.3.2.4. Konum ile izi birbirine baglamak

Jel icinde 1 pum caph parcaciklarin yaptigt Brownian hareketi 2x2 binleme
ile saniyede yaklasik 29 kare yakalayacak sekilde toplam 3480 kareden olusan 2
dk’lik video kaydr alindi. Bu video kaydini olusturan 3480 tane goriintii karesi tiff
formatinda kaydedildi. Tek bir goriintii karesine uygulanan adimlarin elde bulunan 3480
goriintii karesine uygulanmasiyla her bir goriintii karesinde bulunan olas1 parcaciklarin
merkezi parlakliklarindan konumlar1 hassas bir sekilde hesaplandi. Elde edilen bilgiler
kullanilarak her bir goriintiideki pargcacik konumu, kendisinden sonra gelen pargacik
konumu ile birlestirilerek Sekil 3.8.a’daki gibi parcacik izleri olusturuldu. 3480 goriintii
karesinde konumlar1 tespit edilip izi hesaplanan her bir parcacik numaralandirildi.
Ornegin z ekseni aydinlik seviyesini temsil etmek iizere 511 numarali parcaciga ait x
ve y eksenlerindeki konum bilgisi Sekil 3.8.b’deki gibidir.

Kamera giiriiltiisiindeki rastgele dalgalanmalarin goriintii  kareleri icinde
parcactkmis gibi algilanan parlakliklara yol agmasi gibi karsilagilan belirli durumlar
vardir. Ancak parcacikmig gibi algilanan merkezi parlakliklar kendisinden sonra gelen
en fazla bir ka¢ karede goriiniir ya da hi¢ goriinmez. Bdylece giiriiltiiden kaynakl
olan parlaklik merkezleri cok az sayidaki ardisik karelerde goriinse bile bunlar ¢ok kisa
yoriingeler olusturur. Kolaylikla tespit edilen bu durumlar ortadan kaldirilarak bu adimda
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Sekil 3.8. a) 0,4 mM konsantrasyon degerine sahip E3PA ve K3PA karisimi i¢indeki her bir koloit
pargacigin izi. b) 511 numarali parcacigin izi

da goriintiiyii giiriiltiiden arindirma islemi yapalir.

3.3.3. Parcacik izlerinden MSD verisini elde etme

Belirli filtreleme ve giiriiltii temizleme iglemlerinden sonra merkezi parlaklik
konumlar1 tespit edilen parcaciklarin kendisinden sonra gelen ardisik karelerdeki
konumlar1 birbirlerine baglanarak parcaciklarin izleri elde edildi. Bu parcaciklarin
malzeme i¢indeki hareketini tek bir parcacik i¢in ele alirsak eger parcacigin hareketinin
diizenli degil rastlantisal oldugu goriiniir (Sekil 3.8.b)

Matematiksel olarak MSD, belirli bir zaman icerisinde seyehat eden bir parcacigin
yerdegistirmesinin karesinin ortalamasi olarak ifade edilir ve burada bahsi gecen zaman
T gecikme zamam olup, ardigik iki goriintii arasindaki siiredir (Crocker ve Hoffman
2007). Onceki adimlarda her bir parcacik igin ayr1 ayr1 hesaplanan x ve y koordinatlarmin
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ayri ayri karelerinin ortalamasi alinarak hesaplanan (Ar?(t)) (MSD) degeri, tim 7
gecikme zamam iizerinden alman toplulugun ortalamasim temsil eder. Ornegin, 0,4
mM konsantrasyon degerine sahip EsPA ve K3PA karisimi igindeki biitiin parcaciklar
tizerinden alinan topluluk ortalamali MSD degerinin 7 gecikme zamanina gore grafigi
Sekil 3.9°daki gibidir.

04 mM EsPA ve K3sPA Karnigimi
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Sekil 3.9. PA i¢indeki koloit parcaciklarinin T gecikme zamaninin bir fonksiyonu olarak cizilen
topluluk ortalamali MSD grafigi

Ayrica goriintii karesi icinde tespit edilen tiim parcaciklar iizerinden alinan topluluk
ortalamali MSD egrisi, tek bir parcacik icinde yapilabilir. Boylelikle koloit parcaciklarin
PA icinde yaptiklar1 Brownian hareketlerinden ortamin reolojik 6zellikleri hakkinda bilgi
alinir.

Malzeme i¢inde hareket eden koloit parcaciklarin MSD degeri elde edilirken ardisik
kareler arasindaki 7 gecikme zamani, her biririnin x ve y diizlemindeki yer degistirmesi,
x ve y diizlemindeki yer degistirmenin karesi, iki boyuttaki MSD ((Ar? (7))) degeri ve
toplam islem sayis1 hesaplandi. Buradaki (Ar? (7)) hesabi, Denklem 2.25’te verilen MSD
denklemine gore gerceklestirildi. Boylelikle ortamin reolojik 6zelliklerini belirlemede
yap1 tagt konumunda bulunan MSD degeri hesaplanmig oldu.

(Ax) = (Ixi (t+7) = xi ()
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3.4. Ortamn Viskoelastik Ozelliklerini Belirleme

Koloit pargaciginin icinde bulundugu ortamin viskoelastik 6zellik sergilemesi
malzeme icinde Brownian hareketi yapan pargaciklarin MSD degerlerinde farkliliklarin
olmasina sebep olur. Ayni malzemenin i¢inde farkli ortamlar1 deneyimleyen koloit
parcaciklarinin i¢inde bulundugu ortamin viskoelastik 6zelligini belirmek i¢in ihtiyac
duyulan MSD verileri bir onceki asamada hesaplanmis olup veriler kaydedilmistir.

MSD hesab1 sirasinda kaydedilen veriler kullanilarak ortamin viskoelastikligi
hakkinda sayisal olarak bilgi alindi. Esitlik (2.1)’de verilen MSD ile ortamin viskoelastik
modiilii olan G (s) arasindaki iliskiden yararlanilarak ortalama bir viskoelastik modiil elde
edildi. Sekil 3.10’da frekansin bir fonksiyonu olarak elde edilen 0,1 mM konsantrasyon
degerine sahip PA jel yapisinin G (s) viskoelastik modiilii verilmigtir. Elde edilen
viskoelastik modiil elastik modiil (G") ve viskoz modiil (G")’niin toplami olup Sekil 3.11’
deki gibi ayr1 ayrim da ifade edilebilir.

0.1 mM EsPA ve KsPA Karisimi
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Sekil 3.10. 0,1 mM konsantrasyon degerindeki peptit jelin viskoelastik modiilii
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0.1 mM EaPA ve K3PA Kangimi
Elastik ve Viskoz Moduil
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Sekil 3.11. 0,1 mM konsantrasyon degerindeki peptit jelin elastik (mavi) ve viskoz (kirmizi)
modiili
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4. BULGULAR

4.1. PA Nano Yapilarin Mekanik ve Viskoelastik Karakterizayonu

Bu tez ¢alismasinda kullanilan peptit amfifil yapilari, bir araya geldikleri zaman
nanofiber olusumunu tetikleyen etkilesimler géz Oniinde bulundurularak tasarlandi.
Reolojik 6l¢iim i¢in 1 mM konsantrasyon degerine sahip EsPA ve K3sPA yapilarinin
sulu ¢ozeltileri sirasiyla 3:4 oraninda karigtirildi. Bir araya gelme olayinin baglamasiyla
birlikte olusan nanofiber aginin viskoelastik o6zellikleri Bilkent UNAM’da salinimli
reometre kullanilarak incelendi. Bu Olgiimler sonucunda viskoelastik 6zellige sahip
nanofiber ag yapisinin enerjiyi depolayan elastik kismimin (G') enerjiyi dagitan viskoz
kisimdan (G") daha yiiksek oldugu sonucuna ulagildi (Sekil 4.1).

o
CL
— 10,00
1=
=
L] il S
=
N 1,00
o
=
Y 0,10
=
= I n
n — G'(Pa)— G"(Pa)
w

0.01

0 5 10 15 20 25 30 35
Zaman {dk)

Sekil 4.1. E3PA ve K3PA yapilarinin bir araya gelerek olusturduklar peptit jel yapisinin salinimlt
reometre ile yapilan ol¢iim sonucunda elde edilen elastik (G/) ve viskoz (GN) modiilii

PA yapisinin bir araya gelerek olusturdugu agin kompleks viskozite degerinin zamana
bagh degisimi Sekil 4.2 ile verilmistir. Nanofiber olusumunun baglamasiyla birlikte
ortamin komplex viskozite degerinin 2-7 dk arasinda artis sergiledigi, zaman ilerledikce
ortamdaki agin yogunlugundan dolay1r maksimum 0,8 Pa.s degerine ulastig1 goriildii.
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Sekil 4.2. EsPA ve K3PA yapilarinin bir araya gelerek olusturduklar: peptit jel yapisinin saliniml
reometre ile yapilan 6l¢iim sonucunda elde edilen kompleks viskozite degeri

4.2. Viskoz ve Viskoelastik Bir Ortamdaki Parcacigin Brownian Hareketi ve MSD
Degeri

Parcaciklarin yapmis olduklari rasgele hareketten dolayr meydana gelen molekiiler
diftizyon Brownian hareketi ile iligskilendirildi. Esitlik (2.8)’de verilen tek boyuttaki
ifade 2 boyutta genellestirilirse tamamen viskoz bir ortamda Brownian hareketi yapan
parcacigin MSD degeri ile ortamin difiizyon parametresi arasindaki iligki Stokes-Einstein
iliskisi,

kgT

= GaDr “.D

d boyut sayis1 olmak iizere yukaridaki gibi verilir. Parcacigin i¢inde tamamen difiize
oldugu viskoz ortamin 7 viskozite katsayisi,

(r* (1)) = 2dD7 (4.2)

seklinde verilir. Vizkoz ortamin izotropik olusu D difiizyon parametresinin sabit olmasini
gerektirir. Bu durumda MSD ve 7 arasindaki iligskiyi tanimlarsak,

(r* (1)) ~ 7%
elde edilir ve o@ = 1 ise ortam izotropiktir denir. Ancak viskoelastik bir ortamda bulunan

bir parcacigin hareketi bu kadar basit olmayacak, parcacik ortamin viskoelastikligini
yansitacak sekilde hareket edecektir (Denklem 2.51).
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2 . kBT
(Ar(s) = mrsG (s)

Yukarida bahsi gecen teorik bilgiler 1s18inda 0,5 pum caph karboksilatla kaplanmig
koloit pargaciklarinin tamamen vizkoz bir ortam olan sudaki ve 0,4 mM konsatrasyon
yogunluguna sahip E3PA ve K3PA'nin olusturdugu viskoelastik nanofiber agindaki
hareketliligi incelendi. Koloit parcaciklarinin tamamen viskoz ve viskoelastik ortamdaki
hareketini incelemek icin 7 gecikme zamaninin fonksiyonu olacak sekilde topluluk
tizerinden alinan ortalama MSD grafigi ¢izildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3’te su i¢indeki koloit par¢aciklarinin tamamen difiize oldugu ve (Ar? (s))’nin 7
gecikme zamaniyla birlikte lineer artis sergiledigi goriildii. Ancak PA jel icinde bulunan
parcaciklarin hareketi T gecikme zamanindan bagimsiz oldugu goriiliir. Yaklasik 0,03
um?’de MSD egrisi bir diizliige ulastif1 goriiliir. Bu da agn elastikliginin bir dl¢iisii
olmak iizere G' ~0,175 Pa degerinde oldugu bulundu.

MSD
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Sekil 4.3. Viskoz ve viskoelastik ortam igindeki koloit par¢aciginin 7 gecikme zamanina gore
cizilen MSD egrisi
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4.3. PA icindeki Koloitlerin Brownian Hareketi

Akdeniz Universitesi Histoloji Boliimii’ ndeki floresan mikroskopu ile alman video
goriintiiler IDL goriintii analizi programi kullanilarak asagidaki adimlar takip edildi:

goruntiilyli onarma

parcgaciklarin konumlarini tespit etme

parcacikmis gibi algilanan giiriiltiilerden goriintiiyli temizleme

konum ile yoriingeyi birbirine baglama

Elde edilen izler kullanilarak parcaciklarin bulundugu ortam icinde yaptigi Brownian
hareketinin bir dl¢iisii olan MSD degerleri elde edilerek parcaciklarin kegfettigi ortamlarin
ozellikleri belirlendi. Farkli cap ve yiik de8erlerine sahip parcaciklar kullanilarak
parcacik capinin mikroreoloji dl¢timlerindeki 6nemi, pargacik yiikiiniin ortamin reolojik
ozelliklerini degistirip degistirmedigi ve ayn1 malzeme i¢indeki farkli mikro ortamlarin
heterojenligi hakkinda arastirmalar yapildi.

4.3.1. Farkh yogunluklu ortamda bulunan koloit parcacig

Bu calismada ilk olarak 0,5 um capa sahip karboksilatla kapli koloit par¢aciginin
farkli yogunluklu ortamlarda yapmis oldugu Brownian hareketi incelendi. Yogunluk
degerinde alt sinir deger olarak belirlenen 0,1 mM konsantrasyon degerinden baglayarak
sirastyla 0,2-0,3-0,4 ve 1 mM yogunlugundaki peptit jel icinde koloit parcaciklarinin
Brownian hareketi video kamera ile goriintiilendi. IDL’de bahsi gecen adimlar her bir
durum i¢in tekrarlanmis olup gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra Sekil 4.4 elde edildi.

Bir sonraki asamada 1 um c¢apa sahip karboksilatla kapl koloit par¢acigin 0,1-0,2-0,3 ve
0,4 mM yogunluklu ortamda yaptig1 Brownian hareketi kaydedilerek goriintiiler IDL’de
islendi. Ortam yogunlugunun artmasiyla nanofiber miktarinin artmas: 1 um ¢apa sahip
parcaciklarin daha az titresim yapmasina neden oldugu gozlendi. Bu sebeple cap1 1 um
olan parcgaciklar i¢in dl¢iimiin yapilabilecegi ortam yogunlugunun son limiti olarak 0,4
mM belirlendi. Artan yogunluklu ortamda 1 um capa sahip parcaciklarin MSD egrisi
Sekil 4.5’teki gibi elde edildi.

Her iki negatif yiiklii parcaciklarin kesfettigi mikro ortamlar iizerinden alinan topluluk
ortalamali MSD degerinin, fiber yogunlugunun az oldugu konsantrasyon miktarlarinda
yiiksek oldugu gozlendi. Ancak diisiik yogunluklu ortam i¢inde parcaciklar tam difiizif
hareket etmemekle birlikte, yiiksek konsantrasyon degerlerine goére bu ortamda daha
rahat ettigi gozlendi.
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlara sahip PA jel i¢indeki 0,5 um c¢apl karboksilatla kaplanmig
koloit parcacigin MSD grafigi
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlara sahip PA jel icindeki 1 um ¢apli karboksilatla kaplanmis koloit
pargaciklarinin MSD grafigi

4.3.2. Aym ozellikli ortamdaki zit yiiklii parcaciklar

EsPA ve K3sPA molekiillerinin kimyasal yapilarinda bulundurduklar: (Sekil 3.1)
z1t yiiklii amino asitlerin varlig1 gerekli fizyolojik kosullar altinda bir araya geldiklerinde
aralarinda meydana gelen elektrostatik etkilesimler, olugan hidrojen baglar1 ve hidrofobik
etkilesimlerden dolay1 kendiliginden diizenlenme siirecine girerler. Bir araya gelme
siirecinin baglamasiyla birlikte nétiirlenen yapinin i¢ine ayni ¢apa sahip zit yiiklii amin ve
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karboksilatla kapli parcaciklar ayr1 ayr1 eklendi. Bunu yapmaktaki motivasyon kaynagi
parcacik ile ag arasinda herhangi bir etkilesin olup olmadigini incelemektir.

Ik olarak karboksilatla kapli parcacik 0,1 mM yogunluklu PA jel yapisi igine birakildi.
Bu ortamda parcaciklarin yaptig1 Brownian hareketinin video goriintiisii kaydedildi ve
IDL’de gerekli asamalardan gegirilerek parcacik izlerinden MSD degerleri hesaplandi.
Ayni iglemler bu kez de amin kapl parcaciklar i¢in yapildi ve farkli yiike sahip
parcaciklarin ayni ortamda yapmis olduklar1 Brownian hareketi Sekil 4.6 ile gosterildi.
Gorlintii karesi i¢inde bulunan tiim parcaciklar tizerinden hesaplanan topluluk ortalamali
MSD egrisi incelendiginde negatif yiiklii koloit pargaciklarinin pozitif yiiklii parcaciklara
nispeten daha fazla hareket ettigi goriildii.

0.1 mM EsPA ve KsPA
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Sekil 4.6. 1 um capli zit yiikli koloit parcaciklarinin 0,1 mM yogunluklu ortamda yaptiklari
Brownian hareketinin grafigi

4.3.3. Aym ozellikli ortamdaki aym yiiklii farkh caph koloit parcaciklar:

Burada ayni1 kogullar altinda ayn1 konsantrasyon degerine sahip ortama birakilan
parcaciklarin ag icinde yaptiklar1 hareketin incelenmesi sonucu ortamdan yansittiklari
karakteristik Ozellikler incelenmigtir. 0,2 mM yogunluklu PA jeli i¢ine gomiilen
karboksilatla kapli 1 yum ve 0,5 um ¢apli parcaciklarin yapmis oldugu hareketten alinan
bilgiler 1s1831nda Sekil 4.7 elde edildi.
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Sekil 4.7. 1 um ve 0,5 um caph negatif yiiklii koloit parc¢aciklarinin 0,2 mM yogunluklu ortamda
yaptiklar1 Brownian hareketinin grafigi

4.4. PA Agimin Gozenek Boyutu ve Parcacik Boyu Arasindaki Tliski

Parcacik izleme deneylerinde koloit parcaciklar ile ag arasindaki etkilesimin
olmadigr durumlarda veriler yorumlanirken izleyici capinin ve malzeme yapisini
olusturan agin goézenek boyutu oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir. Bu tez ¢alismasinda
kullanilan PA molekiillerinin bir araya gelerek olusturdugu nanofiber aginin SEM
goriintiisii Sekil 3.5-b’de verilmistir. 1 mM konsantrasyon degerine sahip EsPA ve K3PA
hacimsel olarak 3:4 oraninda karistirllmasiyla elde edilen nanofiber agina 0,5 um c¢aph
negatif yiiklii par¢acigin eklenmis hali Sekil 4.8 ile verilmistir.

Nanofiber ¢apmin yaklasik 20 nm oldugu jel yapist i¢inde bulunan koloit parcaciginin
capi, boylesine yogun nanofiberlerin bulundugu ortamin gézenek boyutundan cok
biiyiik oldugu goriinmektedir. Ancak konsantrasyon miktarinin azalmasi ortamdaki
nanofiberlerin olusturdugu ag yapisinin goézenek boyutunu etkilemektedir.  Sekil
4.4, farkli konsantrasyon degerindeki PA yapisi i¢indeki 0,5 um capli negatif yiiklii
parcaciklarin hareketinden elde edilen topluluk ortalamali MSD egrisini gostermektedir.
Bu grafikte yesil kiiciik noktalarla temsil edilen 0,4 mM konsantrasyon yogunluguna
sahip PA yapisi icindeki parcaciklarin belirli bir zamandan sonra MSD egrisinde goriinen
diizliik 2 farkli sekilde yorumlanabilir. Bunlardan ilki, parcacik caprt agin goézenek
boyutundan biiyiikse parcacigin hareketi agin elastikliginin bir ol¢iisiidiir ve bu durum
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Sekil 4.8. ImM’lik PA nanofiber ag1 icindeki 0,5 pm capli negatif yiiklii pargacik

Denklem (2.53) ile verilir.

kgT

<Ax2 (T — oo)> = Gt

0.4 mM konsantrasyon degerine sahip sistemin MSD egrisinde diizliigiin meydana geldigi
(Ar? (T — o0)) degeri, Denklem 2.53’te yerine konuldugu zaman agm elastikliginin
olciisii G’ ~ 0; 0887 Pa ¢ikmaktadur.

MSD’de gozlenen bu durumun bir diger sebebi ise parcacik hareketinin ag
gozenek boyutunun bir Olciisiinii yansitmasi olabilir. Eger parcacik ag godzeneginin
icindeyse & gozenek boyutu olmak tizere bu durum Denklem (2.54) ile ifade edilir.

N

E=r1+(Ax* (T = o))

Yukaridaki denklemden yola ¢ikarak 0,4 mM konsantrasyon degerine sahip ag icindeki
0,5 um c¢apli negatif yiiklii parcaciklarin hareketinden elde edilen bilgiyle agin gézenek
boyutu & ~0,67 um ¢ikmaktadir.
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4.5. Bolgesel Heterojenligin Incelenmesi

Video mikroskop kullanilarak desteklenen pasif mikroreoloji tekniginin giiclii
taraflarindan biriside bolgesel heterojen yapilari aciga ¢ikarabilmesidir. Malzeme i¢indeki
farkli bolgelerin yapisal ozellikleri klasik reometreler kullanilarak olgiilemez. Ancak
bu teknikle jel i¢ine gomiilii parcaciklarin MSD verileri ayr1 ayr1 hesaplanarak her bir
parcacigin deneyimledigi ortamin 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olunabilir.

4.5.1. Ayr1 ayri her bir parcacigin kesfettigi mikro ortamlar

PA icinde bulunan parcaciklarin yaptifi Brownian hareketi, icinde bulundugu
yapinin Ozelligi hakkinda bilgiler tasir. Ancak topluluk {iizerinden alinan ortalama
tepki, ortamin mekanigini anlama konusunda degerli bilgiler versede parcaciklarin i¢cinde
oldugu mikro ortamlar1 karakterize etmede basarili degildir. Bu nedenle parcaciklari ayri
ayr1 incelemek mikro ortamlar1 karakterize etmede kolaylik saglar.

0,1 mM, 0,4 mM ve 1 mM yogunluk degerlerine sahip PA nanofiber jel yapisnin
mikro ortamlarim1 kesfetmesi icin 0,5 um capli karboksilatla kapli koloit pargacigi
kullanildi.  Koloit pargaciklarinin icinde bulundugu ortamda yaptiklari Brownian
hareketleri incelendi ve tek tek biitiin parcaciklarin izi hesaplandi. Iz hesaplanirken her
bir parcaciga ait bilgi korunarak gerekli kodlar yazildi. Ayri ayri her bir parcacigin 7
gecikme zamanina kars1 (Ar? (7)) grafikleri Sekil 4.9°deki gibi ¢izildi.

g
T

y ekseni piksel sayis

H
7

<Af> (pm?)
T

Sekil 4.9. 0,5 um’lik koloit parcaciklarinin kesfettigi mikro ortamlar. a) 0,1 mM’lik PA icindeki
koloitlerin izi ve bireysel MSD egrileri. b) 0,4 mM’lik PA ic¢indeki koloitlerin izi ve
bireysel MSD egrileri. ¢) 1 mM’lik PA i¢indeki koloitlerin izi ve bireysel MSD egrileri

Ortamdaki nanofiber yogunlugunun artmasiyla birlikte parcacik hareketlerinin
yavagladi@1 goriilmektedir.  Sekil 4.9’daki a, b ve c grafiklerinde koyu c¢izgi tiim
koloit parcaciklari ilizerinden alinan ortalama MSD egrisini temsil etmektedir. 0,1

50



BULGULAR Asli GENCASLAN

mM yogunluklu PA i¢inde bulunan toplam 123 parcacigin MSD verilerinin topluluk
ortalama degeri yaklasik 0,476 um? bulundu. Sekil 4.9’da goriildiigii iizere her bir
koloit parg¢aciginin i¢inde bulundugu mikro ortamin reolojik 6zelligini yansittig1 goriiniir.
Konsantrasyon miktariin artmasiyla ortamda bulunan nanofiber miktarida artis gosterir.
Ortamin yogunlugunun artmas: parcacik hareketliliginin azalmasina yol acar. 0,4 mM
konsantrasyon degerine sahip PA yapisinin mikro ortam cesitliligi 0,1 mM’a gore daha
fazla oldugu gozlenir. 0,4 mM i¢inde izi siiriilen toplam 158 parcacik iizerinden
hesaplanan topluluk ortalamali MSD degeri 0,0234 pum? olup ortalama 0,152 um’lik
yer degistirme mevcutken, 462 numarali parcacik yaklasik 1,19 um yer degistirmistir.
Yogunlugun maksimum oldugu 1 mM konsantrasyon degerindeki PA jelin digerlerine
gore daha sert oldugu ve parcaciklarin ortalama 0,036 pm hareket ettigini gosterir. Her bir
koloit par¢aciginin deneyimledigi farkl ortamlarin varligi Sekil 4.10°daki gibi histogram
cizilerekte gosterildi. Sekil 4.10’da 0,3 mM konsantrasyon degerine sahip ortamda
bulunan 0,5 um capl pargacigin ayri ayrt MSD egrisi ve histogrami gosterildi.

4.5.2. PA icindeki farkli mikro ortamlarin haritalandirilmasi

Gortintii analizi programi kullanilarak gerekli hesaplar sonucu elde edilen her bir
parcaci@a ait MSD verisinden, parcaciklarin i¢inde bulundugu heterojen yapiin hangi
parcaciga denk geldigi haritalandirildi. Haritalandirmada kullanilan renkler parcaciklarin
MSD biiyiikliiklerine gore belirlendi. Kirmizi renkli olanlar heterojen yapi i¢inde bulunan
koloitlerin en rahat hareket edebildigi bolgeyken koyu mor ve lacivert olan renkler MSD
degeri kiigiik olan parcaciklarin bulundugu daha sert yapiy: temsil etmektedir. 0,3 mM
PA i¢inde bulunan 0,5 um c¢apl negatif yiiklii koloit parcaciklarinin MSD verilerinden
edinilen bilgiyle histogramu cizildi (Sekil 4.10). Histogramdan yola c¢ikarak ortalama
MSD degeri 0,05 um? (yaklasik 0,22 um’lik bir yerdegistirme) ve iistii olanlar Sekil
4.11°de goriildiigii gibi 10 parcacik kirmizi ile etiketlendi.

4.6. PA Agmn Viskoelastik Ozellikleri

Jelin i¢ine gomiilii parcaciklarin jel i¢cinde yaptiklari Brownian hareketinden
elde edilen MSD verileri diisiik yogunluklu jel sistemlerinde daha yiiksek degerde
cikmaktadir. Bu durum parcacik hareketinin ag yogunlugunun artmasiyla birlikte
kisitlandigimi gostermektedir. 0,5 um capli negatif yiiklii koloit pargaciklarinin MSD
verilerinden edinilen bilgiyle hesaplanilan G, G' ve G~ degerleri Sekil 4.12’deki gibi
elde edilmigtir. MSD verilerine paralel olarak yogunluk arttikca G viskoelastik modiil
degerleri de artmistir. Burada yaklasik olarak 1000 kat bir veri araligr (0,001 -1
Pa) mevcuttur. Yogunlugun en fazla olup yer degistirmenin en az oldugu 1 mM’lik
jel icindeki koloit parcaciklarimin G” degerleri belli bir frekans degerinden sonra
Olciilemeyecek kadar kiiciik cikmigtir. Ortamin elastikliginin viskozlugundan daha biiyiik
oldugu bariz acik olan bir sistemde yapilan Sl¢iim sonucunda orataya ¢ikan G'>G
ifadeside bu durumu destekler niteliktedir. Ayrica 0,4 mM ve 0,3 mM yogunluklarinda
da ayn1 durumlar ortaya ¢ikmustir. Nispeten daha akiskan oldugu tahmin edilen 0,1 mM
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Sekil 4.10. 0,3 mM yogunluklu PA i¢indeki 0,5 um’lik koloit parcaciklarin ortalama MSD
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Sekil 4.11. 0,3 mM yogunluklu PA yapisinin renkli gdsterimi

ve 0,2 mM yogunluklarda ise G'=G" oldugu frekanslar mevcuttur ve biitiin yogunluklar
bu veriler 1s181nda viskoelastik 6zellik gostermektedir. Benzer iligkiler 1 um ¢apli negatif
yiiklii koloit parcaciklari icinde gozlendi.

Ortamin mikreojik 6zelliklerini belirlemede anahtar rol iistelenen MSD degeri, ortamin
elastikligi hakkinda bilgi verir. 0,1 mM yogunluklu PA jeli i¢indeki 0,5 um caph
koloit pargaciklarinin MSD degerinin fazla oldugu 1 um caph negatif yiiklii parcaciklar
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Sekil 4.12. 0,5 um capl negatif yiiklii koloit parcaciginin farkli konsantrasyon degerlerinde

yansittig1 modiiller

istiinden alinan topluluk ortalamali viskoelastik degeri en diisiik olan degeri verdigi
(siyah noktalar)durum Sekil 4.13’te gosterildi.

0.1 mM EsKs PA

a) MSD b) Viskoeastik, Elastik ve Viskoz Modiil
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Sekil 4.13. a) 0,1 mM PA i¢indeki 0,5 um capli (mavi i¢i dolu daire) ve 1 um capli(siyah i¢i dolu
daire) negatif yiiklii koloitler ile 1 um ¢aplh pozitif yiikli parcaciklarin (kirmizi igi
dolu daire) MSD egrisi. b) Viskoelastik modiil (i¢i dolu daire), elastik modiil (art1) ve

viskoz modiil (i¢i dolu kare)
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5. TARTISMA

Mikroreolojik oOl¢iimlerde kullanilan koloit parcaciklarinin malzeme iginde
yaptiklar1 Brownian hareketi, parcacik ve ag arasindaki yapisal ve kimyasal etkilesimlerin
yant sira i¢inde bulunduklar1 mikro ortamlardaki elastik ve viskoz kuvvetlere karsi da
cok duyarlidir. Bu durum bize karmagik yapili malzemelerin bir takim ozelliklerini
belirlemede firsat sunar. Ancak PA nanofiber yapisinin olusumundaki rastgele siirecin
bilinmemesi belirli verileri yorumlarken bir takim hatalara yol acgabilir. Genel olarak
malzeme i¢inde bulunan koloit parcaciklari ile malzeme arasinda meydana gelen kimyasal
ozellikler goz ardi edilemez ve nanofiberlerin cok oldugu yiiksek yogunluklarda, ag
yapisinin viskoelastik 6zellikleri yorumlarinirken bir takim sorunlar1 dogurur. Bu sebeple
karmagik biyomalzemelerin karakteristik 6zellikleri incelenirken koloit parcaciginin ag
ile etkilesime girip girmedigi kontrol edilmelidir. Ciinkii ag ile etkilesime giren koloit
parcaciklar agin yapisal 6zelliklerini degistirebilir.

Jelin icine gomiilii parcaciklarin ortalama kare yerdegistirme verileri diisiik
yogunluklu jel sistemlerinde daha yiiksek degerde ¢ikmakta olup, bu sonug¢ parcaciklarin
diisiik yogunluklu ortamda daha fazla hareket ettigi sonucunun bir yansimasidir. Sekil
4.4’te goriildugu gibi pargaciklarin hareketlerinden edinilen bilgiye gore yogunluk
arttik¢ca jel sistemlerinin daha elastik bir durum sergiledigi gozlenmektedir. Bu sonug
parcaciklarin bulunduklar1 mikro ortamda daha az titrestiklerini ve jel yogunlugunun
artmas ile titresimlerin bagintili bir sekilde azalmakta oldugunun gostergesidir. En yogun
jel sisteminde agin elastikligi en iist diizeye dogru ¢ikmig ve MSD degerleri neredeyse
zamandan bagimsiz olarak ayni degeri gostermekte oldugu gozlenmistir.

Bir bagka sonug ise hi¢ bir yogunlukta sistem tamamen viskoz degildir. Yani
sistemlerin hi¢ birinde parcaciklar tam anlamiyla difiize olmamustir. Viskoz bir sistemde
MSD, geciken zamanin birinci dereceden bir fonksiyonudur ve egimin 1 olmasi beklenir.
Elimizdeki sistemin MSD verilerinde (Ar?(7)) ifadesi 7 gecikme zamanindan bagimsiz
olup a<1’dir. Bu durum bulgular kisminda Sekil 4.3 ile ifade edilmistir. Bu 6zellik
sistemimizi viskoz sivilardan ayiran 6zelliklerden biridir. En diisiik jel yogunlugunda
dahi sistemin viskoz olmadig1 goézlenmistir. Bu analiz sayesinde bir jel sisteminin sol-jel
gecisi detayl bir sekilde ¢aligilabilir. MSD verileri m? cinsinden olup 0,1 mM ve 1 mM
peptit molekiil yogunluklart arasinda 1000 katlik bir degisim soz konusudur.

Bu tez caligmasinda kullanilan PA nanofiber jel yapisinin en yliksek konsantrasyon
degerinde oldugu 1 mM’da ag gozenek boyutunun kullanilan parcacik ¢aplarina gore ¢ok
cok diisiik olusu (r>>&), bizi ortam elastikliginin siirekli oldugu sonucuna gétiirmektedir
(Sekil 4.12). Ancak yogunlugun azalmasi ile birlikte ortamda bulunan fiber miktarinin
azalmasi, ag gézenek boyutunun artmasina neden olur ve bu durumda parcacik hareketleri
2 farkli sekilde yorumlanir. Bunlardan ilki pargacik ¢api r’nin gézenek boyutu &’den ¢ok
biiyiik oldugu durumdur. Bu durumda parcacigin hareketi direkt olarak agin elastikliginin
bir Olgiisiidiir ve Denklem (2.53) ile ifade edilir. 0,4 mM yogunluklu PA icin bu
durum incelendiginde agin elastiklik modiilii 0,087 Pa ¢ikmustir. Sekil 4.12°de 0,4 mM
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yogunluklu agin elastik modiilii yaklasik 0,1 Pa olarak goriinmekte olup bu yaklasimin
dogrulugunu destekler niteliktedir. Ikincisi parcacik capi ile agin gozenek boyutunun
neredeyse birbirine yakin oldugu durumdur. Bu durumda parcacigin hareketi, icinde
bulundugu i¢i sivi dolu agin gdzenek boyutunun bir Ol¢giisiidiir. 0,4 mM yogunluklu
PA icinde hareket eden pargaciklardan edinilen bilgiyle ag gbzenek boyutunun yaklagik
olarak 0,67 um oldugu bulundu. Bu deger, 6l¢iim i¢in kullanilan pargacik boyutundan
yaklasik 0,17 um daha fazladir.

Tek parcacik mikroreolojisinde her bir parcacigin icinde bulundugu mikro
ortamlarin Ozelliklerini yansitti§1 varsayilir ve bu sebeple kesfedilen bu ortamlar
mikroreoloji deneylerinde heterojenligin yorumlanmasinda biiyilk onem tasimaktadir.
Bulgular boliimiinde ele alinan her bir parcacigin kesfettigi mikro ortamlar Sekil 4.9
ile Ozetlenmigtir. Ortamda nanofiber yogunlugunun artmasi parcacik hareketliligini
etkiledigi agikca gozlenmektedir. Ayrica nanofiber yogunlugunun artmasi malzeme
icinde Brownian hareketi yapan her bir parcacigin kesfettigi mikro ortamin 6zelliklerini
de degistirmektedir. Sekil 4.9’da goriildiigii tizere 0,4 mM konsantrasyon degerine
sahip ortamda bulunan 0,5 um’lik koloitlerin kesfettigi ortamin ¢esitliligi 0,1 mM’lik
sisteminkine gore daha fazladirr 1 mM konsantrasyon degerine sahip ortamdaki
parcaciklarin kesfettigi mikro ortamlarin durumu ise bir biitiin olarak ele alindiginda kendi
icerisinde tutarli heterojenliklere sahip oldugu bilgisine ulasilmaktadir.

PA i¢inde bulunan koloit parcaciklarinin kesfettigi mikro ortamlar, tek parcacik
mikroreoloji teknigi ile incelendi. Parcaciklarin MSD verileri kullanilarak parcacigin
malzeme i¢indeki yerleri tespit edildi ve bulunduklar1 bolgeler pargaciklarin hareket
edebilme kabiliyetlerine gore renklendirildi (Sekil 4.11). Bu verilerden yola ¢ikarak kesin
bir sonu¢ olmamakla birlikte parcacik hareketlerinin birbirlerinden bagimsiz oldugunu
sOylenebilir.
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6. SONUC

Mikroreoloji deneylerinde koloit parcaciklar1 kullanilarak gerceklestirilen tek
parcacik izleme deneylerinde verilerin yorumlanmasinin ne derece hassas ve Onemli
oldugu literatiirde genis bir sekilde ele alinmistir. Bu sebeple elde edilen verilerin
yorumlanmasi sirasinda belirsizlikleri en aza indirmek i¢in kullanilan parcaciklarin
capinin ve yiiklerinin ve ag ile etkilesime girip girmediginden emin olmak gerekmektedir.

Bu tez calismasinda iki ¢ift farkli peptit molekiiliiniin olusturdugu amiloid benzeri
nanojel yapilarinin mikroreolojik dl¢timlerinin yapilmasi amaglanmistir. EsPA ve K3PA
sistemlerinin olusturdugu nanojel yapilarda kullanilan negatif ve pozitif yiiklii koloit
parcaciklarinin nanojel i¢inde homojen olarak dagitilmasi basarilmistir. Dolayisiyla
yine amiloid benzeri peptit nanofiber yapilarim1 temsil eden bir sistemin viskoleastik
parametreleri Ol¢iilebilmistir. Koloit parcaciklar: ile PA yapisinin olusturdugu nanofiber
agin etkilesimlerini daha iyi anlamak i¢in yogunluga bagh karigimlar hazirlanabilir ve bu
yapilarin SEM goriintiilerinde heterojen yap1 olup olmadig1 ortaya konmalidir. Ayrica
koloit pargaciklarinin yiizey yiik dagiliminin kontrol edilmesiyle malzeme ile daha az
elektrostatik etkilesime girmesi saglanabilir.

Elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, van der Waals etkilesimleri vb. gibi
etkilesimlerle kendiliginden diizenlenen bu yapilar sicakliktan mutlaka etkilenecektir.
Yiiksek sicaklik degerlerinde fiber yapilarinin birbirleriyle olan etkilesimlerinin azalmasi
ortamin giderek daha da viskoz bir hal almasina yol agacak olup ortamin elastikliinin
azalmas1 beklenmektedir. Bir sonraki ¢alismada sicaklik kontrolii yapilarak malzeme
icinde bulunan koloitlerin MSD bilgileri elde edilip, ortamin sicaklikla degisen reolojik
ozellikleri incelenebilir.
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