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OZET

Isiga duyarl hidrojeller, uygun dalga boyunda 1s18a maruz birakildiklarinda
yapilarindaki fonksiyonel gruplarin 1s18a bagli dontisiimleri nedeniyle fiziksel ve/veya
kimyasal degisimlere ugramaktadirlar. Bu hidrojellerde bulunan fotokromik birimler,
optik sinyali yakalar ve bunu bir fotoreaksiyon (izomerizasyon, boliinme vb.) yoluyla
kimyasal bir sinyale doniistiirii. Boylece hidrojeller 151k etkisiyle genisleyebilir,
biiziilebilir, bozunabilir veya islevsellik kazanabilirler. Literatiirde yaygin olarak
kullanilan 1518a duyarli gruplardan biri, biyo-uygulamalar i¢in uygun UV dalga boyu
gereksinimi (365 nm) ve yiiksek duyarlilifi sebebiyle orto-nitrobenzil (ONB)
grubudur. ONB grubu UV 151k altinda, nitrosobenzaldehit (veya nitrosoketon) ve bir
karboksilik asit (veya alkol) olusturmak iizere parcalanmaktadir.

Bu ¢alismada, 1518a duyarli ONB grubu igeren bisakrilat monomer ve yeni dort
kollu tiyol ¢apraz baglayici sentezlenmis ve bu bilesenler ile UV 15181 etkisi sonucunda
pargalanabilme Ozelligine sahip hidrojel filmler hazirlanmistir. Hidrojel filmler,
fotomaske kullanilarak UV (365 nm) 1s18a maruz birakilmis ve fotomaskenin 1s1k
geciren bolgelerinde hidrojelin ¢apraz baglarinda pargalanma gerceklestirilmistir. Bu
parcalanma jel ylizeyinde asinmaya sebep olmus ve i¢ kisimlarinda amin reaktivitesine
sahip nitrosobenzaldehit bulunan mikrokuyular elde edilmisti. Bu sekilde
aktiflestirilmis hidrojel kuyularina, amin gruplar tasiyan molekiillerin baglanarak
sabitlenebildigi gosterilmis ve bu baglanma FTIR analizi ve floresan mikroskop
goriintiileme ile dogrulanmaistir.

Calisma kapsamindaki bu yaklagimin, biyosensér ve doku miihendisligi gibi

biyomedikal alandaki ¢aligmalarda uygulama bulacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Isik Duyarh Polimerler, Reaktif Hidrojeller, U¢ Boyutlu

Hidrojel Desenleme, Fonksiyonel Hidrojeller, Mikrokuyular, O-Nitrobenzil.



SUMMARY

Photosensitive hydrogels undergo physical or chemical changes due to light-
dependent transformations of functional groups in their structures when exposed to
light at the appropriate wavelength. Photochromic units in these hydrogels capture the
optical signal and convert it into a chemical signal through a photoreaction
(isomerization, cleavage, etc.). Thus, photosensitive hydrogels can expand, contract,
degrade or gain functionality under the influence of light. The photosensitive group
commonly used in the literature is the ortho-nitrobenzyl (ONB) group due to its UV
wavelength requirement (365 nm) and high sensitivity for biological applications. The
ONB group decomposes under UV light to form nitrosobenzaldehyde (or
nitrosoketone) and a carboxylic acid (or alcohol).

In this study, bisacrylate monomer containing photosensitive ortho-nitrobenzyl
(ONB) group and a novel four-armed thiol crosslinker were synthesized and hydrogel
films with UV degradability were prepared by using those components. Hydrogel films
were exposed to UV light (365 nm) through a photomask, and spatially controlled
photodegradation took place on the hydrogel surfaces. Photodegradation caused
erosion on the gel surface and microwells with amine functionality were obtained. It
was demonstrated that biomolecular immobilization can be carried out in these
reactive wells. Conjugation of amine-containing molecules, to the reactive microwells
was verified by FTIR and fluorescence microscopy.

This approach is expected to be find application in biomedical area such as

biosensing and tissue engineering.

Key Words: Light-Sensitive Polymers, Reactive Polymer, Three Dimensional

Hydrogel Patterning, Functional Hydrogels, Microwells, O-Nitrobenzyl.
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Asetal korumali Bis-MPA molekiiliine ait 1H-NMR spektrumu.
Bis-MPA Anhidrid sentezi.

Bis-MPA Anhidrid’e ait FTIR spektrumu.

Bis-MPA Anhidrid’e ait 1H-NMR spektrumu.

Asetal korumali (PEG-BiSMPA Anhidrid) sentezi.

Asetal korumali (PEG-BisMPA Anhidrid)’e ait FTIR spektrumu.
Asetal korumali (PEG-BiSMPA Anhidrid)’e ait 1H-NMR
spektrumu.

PEG-tetraol sentezi.

PEG-tetraol’e ait FTIR spektrumu.

PEG-tetraol’e ait 1H-NMR spektrumu.

PEG-tetratiyol sentezi.

PEG-tetratiyol’e ait FTIR spektrumu.

PEG-tetratiyol'e ait 1H-NMR spektrumu.

PEG-tetratiyol yapisindaki tiyol gruplarinin konsantrasyonunu ifade
eden adsorbans-dalga boyu grafigi.

NTPA sentezi.

Tereftalik asite (a) ve NTPA molekiiliine (b) ait FTIR spektrumlari.
NTPA molekiiliine ait 1H-NMR spektrumu.

NPDM sentezi.

NPDM molekiiliine ait FTIR spektrumu.

NPDM molekiiliine ait 1H-NMR spektrumu.

NPDMA sentezi.

NPDMA molekiiliine ait FTIR spektrumu.

NPDMA molekiiliine ait 1H-NMR spektrumu.

Jel sentezine ait sematik gorsel (a), jellesme Oncesi (b) ve sonrasina
(c) ait gorseller.

a) UV 151k etkisi ile jel yapisinda meydana gelen kimyasal doniisiim
b) Farkli stirelerde UV 15182 maruz kalan jellere ait FTIR spektrumu.
(@) UV 1s1k uygulanmayan jel ve (b) 90dk UV 1s18a maruz birakilan
jele ait SEM goriintiileri.

Hidrojelin yiizde sisme degeri esitligi ve 90 dakika UV 1518a maruz
kalan hidrojele ait su tutma kapasitesi-zaman grafigi.

xiii

36
36
37
37
38
38

38

39
39
39
40
40
41

41

42
42
43
43
44
44
45
45
46

47

48

49

50



Ek A.L:

Ek A.2:

Ek A.3:

Ek B

a) 90dk UV 15181 uygulanan hidrojele TFBA baglanmasi b) TFBA
baglamaya ait FTIR spektrumu.

Biyotin-streptavidin immobilizasyonu ve UV uygulanan hidrojele
(@) ve kontrol grubuna (b) ait floresan mikroskop goriintiileri.

a) Hidrojel film sentezinin sematik gosterimi b) Cam yiizey
iizerindeki jel kaplamanin fotografi c) reaksiyon sonrasinda bir
kismina UV 15181 uygulanan (sar1 bolge) jel kaplamanin fotografi. d)
Jel kaplamanin kalinligimi gosteren SEM goriintiisii.

a) Hidrojel yiizeyine UV 15181 uygulamasi b) NO2 doniisiimiinii
gosteren FTIR spektrumu.

a) Hidrojel kaplamaya TFBA baglanmasi b) TFBA baglamaya ait
FTIR spektrumu.

Fotomaskeleme ile jel ylizeyinde mikrokuyular olusturulmasi ve
farkli siirelerde UV 1s18ina maruz birakilarak elde edilen
mikrokuyulara ait elektron mikroskobu goriintiileri.

a) Hidrojel kaplamaya floresan-amin immobilizasyonu b) Floresan-
amin baglanmis mikrokuyularin floresan mikroskop goriintiisii.

a) Mikrokuyulara streptavidin immobilizasyonunun sematik
gosterimi. b) 15dk, 30dk, 45dk ve 60dk UV uygulanan hidrojellere
streptavidin  immobilize edilen jel kaplamalarin floresan
yogunliklari. Sirasiyla ¢)15 dk, d) 30 dk, e) 45 dk ve f) 60 dk UV
uygulanan hidrojellere streptavidin sabitlenmesine ait floresan
mikroskop goriintiileri.

60 dk UV uygulanmis yiizeyin 2000 kat yaklastirilmis SEM
goruntisu.

5 dk UV uygulanmis ylizeyin profilometre analizine ait ekran
goruntus.

60 dk UV uygulanmis yiizeyin profilometre analizine ait ekran
goruntisu.

Literatiir yayinlarindan alinan sekil/tablo/sema’lara ait telif haklar
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1. GIRIS

Hidrojeller ag yapili hidrofilik polimerlerdir. Hidrofilik karakterleri,
biyouyumluluklar1 ve canli dokuya benzerlik gostermeleri sebebiyle biyomalzeme
alaninda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Hidrojeller, sentezlerinde kullanilan
polimerlerin ve/veya monomerlerin Ozelliklerine bagl olarak, 11k, sicaklik gibi
cevresel etmenlere duyarli olacak sekilde ya da sonradan islevsellestirilmeleri igin
reaktif gruplar barindiracak sekilde hazirlanabilirler. Isiga duyarli hidrojellerin
hazirlanmasinda orto-nitrobenzil grubundan sikga yararlanilmigtir. Biyomolekiillerde
yaygin olarak amin molekiilleri bulundugundan, biyosabitleme uygulamalari igin
hazirlanan hidrojeller ya da diger polimerik malzemelerin yapilarina aminlere karsi
reaktif olan gruplar yerlestirilmektedir.

Bu calismada, 1s18a duyarli hidrojeller, o-nitrobenzil grubu iceren diakrilat
monomer ile dort kollu tiyol igeren capraz baglayict arasindaki niikleofilik Michael
katilma tepkimesi ile sentezlenmistir. Elde edilen hidrojellerin karakterizasyonu i¢in
FTIR ve ESEM’den yararlanilmistir. Hidrojellerin UV 1s18imma maruz birakilmasi
sonucunda ¢apraz baglanma bolgelerinde kismen parcalanma gergeklestirilerek, amin
gruplarina kars1 reaktif olan nitrosobenzaldehit birimleri olusturulmustur. Amin grubu
iceren molekiillerin bu kismen bozunmus olan hidrojellere baglanmalart FTIR analizi
ile dogrulanmistir. Ayn1 zamanda ligand araciligi ile hidrojele protein sabitlenebildigi
de floresan mikroskop ile gosterilmistir. ilerleyen ¢alismada hidrojeller, cam yiizeyler
tizerinde film olarak hazirlanmis ve yiizeydeki jelin 151k ile zaman kontrollii olarak
aktiflestirilebilirligi gosterilmistir. Son olarak, daire seklindeki fotomaskelerin
kullanilmasiyla jel yiizeyinde desenli olarak fotodegradasyon gergeklestirilmistir.
Boylece hidrojel filmler iizerinde asinmis reaktif mikrobdlgeler olusturulmustur.
Asmdirma ve mikrokuyu olusumu ESEM analizi ile dogrulanmistir. Olusturulan
mikrokuyulara biyoaktif ligandlar baglanmis, ardindan bu bolgelerde protein
sabitleme c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Proteinlerin, hedeflendigi gibi, yalnizca
mikrokuyularin i¢ kisimlarina sabitlendigi, hidrojellerin diger bdlgelerinde ise

istenmeyen biyo-baglanmanin ger¢eklesmedigi floresan mikroskop ile gésterilmistir.



2. GENEL BILGILER

Hidrojeller, su igerisinde ¢oziinmeyen, capraz bagli, lic boyutlu, ag yapili
polimerlerdir. Polimerik omurgalarinda yer alan hidrofilik gruplar sayesinde yliksek
miktarlarda su ve biyolojik siviy1 yapilarinda tutarak sivi igerisinde sisme 6zelligi
gosterirler. Ag yapisindaki hidrofilik 6zellik -NH2, -COOH, -OH, -CONH3, -SOzH
gibi hidrofilik gruplardan kaynaklanmaktadir. A§ zincirleri arasindaki ¢apraz baglar
ise hidrojelin ¢6ziinmeye kars1 direng gostermesine neden olmaktadir [Ahmed,2015].
Bir malzemenin hidrojel olarak tanimlanmasi i¢in su igeriginin, malzemenin toplam
agirhiginin (veya hacminin) en az %10’u kadar olmasi gerekmektedir [Bahram M. et
al., 2015].

Hidrojeller, su tutabilme kapasiteleri, yumusak, esnek ve gdzenekli yapilar
sayesinde canli doku ile benzerlik gostermektedirler. Hidrojellerin biyomalzeme
olarak kullanimina yonelik ilk c¢alisma Wichterle ve Lim tarafindan yapilmistir
[Wichterle and Lim, 1960]. Bu ¢alismada ¢apraz bagli hidrofilik polimer, kontakt
lenslerde kullanilmak tizere HEMA (2-hidroksietil metakrilat) ve EDMA (etilen
dimetakrilat)’nin bir kopolimeri olarak sentezlenmistir. Sonraki yillarda gelistirilen

sentez ¢aligmalart ile hidrojellerin biyo-uygulamalardaki kullanimi giderek artmustir.

2.1. Hidrojellerin Simiflandirilmasi

Hidrojeller, kullanilan polimer ya da monomerlerin kaynagina, polimer
kompozisyonuna, iyon yiikiine, ¢apraz baglanma tiiriine, konfigiirasyonuna ya da
hidrojelin uyaran duyarliligina bagli olarak smiflandirilabilirler [Bahram M. Et al.,
2015] (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Hidrojellerin siniflandirilmasina ait sema.

2.1.2. Kaynagina Gore Hidrojeller

Hidrojeller kaynagina gore dogal, hibrit ve sentetik olmak iizere {i¢ gruba
ayrilmaktadirlar. Dogal hidrojeller; dogal kaynaklardan elde edilirler. Diisiik
toksisiteye ve yiliksek biyo-uyumluluga sahip olmalari biyo-uygulamalar i¢in
kullanilmalarinda avantaj saglarken mekanik dayanimlarmin diisiik olmas1 ve patojen
icerme olasiliklar1 dezavantaj olusturmaktadir [Singh M. et al., 2016]. Hidrojellerin
elde edilmesinde hyaluronik asit, jelatin, aljinat, kolajen, kitosan gibi dogal kaynaklar
kullanilmaktadir [Kasai et al., 2022]. Aljinat bazli hidrojel sentezine yonelik yapilan
bir ¢alismada kolajen ve agarozun sodyum aljinat ile sentezi sonucunda elde edilen
hidrojel kikirdak dokunun 3B baskisi i¢in biyomiirekkep olarak kullanilmistir [Yang
X. Et al., 2018]. Benzer sekilde hyaluronik asit ve kitosan sentezi ile elde edilen bir
baska ¢alismada da hidrojel, doku rejenerasyonunda enjekte edilebilir dogal polimer
olarak kullanilmistir [Deng Y. et al., 2017].

Sentetik hidrojellerin mekanik o6zellikleri dogal hidrojellere kiyasla daha
yiiksektir. Hidrojele biyobozunurluk gibi biyolojik fonksiyonlarin kazandirilmasi i¢in
uygun yapiya sahip olacak sekilde hazirlanabilirler. Hidrojel eldesinde en sik
kullanilan sentetik polimerlere PEG (Polietilen glikol), PAA (Poliakrilik asit), PEO
(Polietilen oksit), PVA (Polivinil alkol), PCL (Polikaprolakton), PLA (Polilaktik asit),
PHEMA (Polihidroksietil metakrilat) vb. 6rnek verilebilir.

Hibrit hidrojeller ise dogal ve sentetik polimerlerin birlikte kullanilmasiyla elde

edilmektedir. Polimer karisimina ek olarak nano pargaciklar kullanilarak da hibrit
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hidrojel elde etmek miimkiindiir. [Lau H. K. and Kiick K. L., 2015]. Nano yapilar,
cesitli fiziksel ve kimyasal ¢apraz baglanmalar ile hidrojel yapisina dahil edilebilirler.
Bu sayede hidrojelin mekanik 6zellikleri gelistirilebilir, cevresel uyarana karsi duyarl
bir yapi1 elde edilebilir [Palmese et al., 2019]. Nano yapili hidrojellerin boyutlarinin
kiiciik olmas1 6zellikle ilag salim uygulamalar1 i¢in avantaj saglamaktadir. Cesitli
biyo-uygulamalar i¢in hibrit hidrojellerin kullanim1 yaygindir. Ornegin Liu Y. ve ekibi
calismalarinda doku yapistiricisi olarak kullanilmak {izere, sentetik bir nanosilikat olan
Laponit ile dopamin islevli PEG kullanarak bir hibrit hidrojel sentezlemislerdir. Nano
yapinin eklenmesiyle elde edilen hidrojelin mekanik ve yapisma 6zelliginin dnemli

oOl¢iide arttig1 bildirilmistir [Liu et al., 2014].

2.1.3. Polimerik Bilesimlerine Gore Hidrojeller

Hidrojeller, sentez yoOntemlerine bagli olarak igerdikleri monomer
kompozisyonlarindaki degisime gére homopolimerik, kopolimerik ve i¢ ice ge¢mis ag
yapili (IPN) polimerik hidrojeller olarak siniflandirilabilirler. Homopolimerik
hidrojeller, tek tiir hidrofilik monomerin ¢apraz baglanma reaksiyonu sonucunda elde
edilirler. Homopolimeri olusturan monomerik birimin yapist ve polimerizasyon
yontemi ile baglantili olarak c¢apraz bagli olmayan hidrojeller de olusturulabilir
[Kumar S. et al., 2017].

Kopolimerik hidrojeller, en az iki farkli monomerden olusan yapilardir. Bu
sayede iki monomerin de kimyasal/mekanik ozelliklerini tasiyabilirler. Monomerik
birimlerin en az biri hidrofilik yapida olmalidir. Monomerlerin dizilisi ve miktarlar
ayarlanarak kopolimerlere istenen 6zellikler atanabilir. Kopolimerler, polimerik zincir
yapisindaki monomerlerin dizilimlerine bagli olarak; rastgele, sirali, blok ve as1 (graft)
kopolimerler olarak isimlendirilmektedirler. Rastgele kopolimer yapisinda,
monomerlerin dizilislerinde bir diizen s6z konusu degilken sirali kopolimerlerde
monomerler birbiri ardina ilerleyen bir diizende siralanmiglardir. Blok kopolimerler,
ayni tlir monomer dizilimlerinin bloklar halinde bir araya geldigi yapilardir. Asi
kopolimerlerde ise ikinci monomer, polimer ana zincirine yan dal olarak eklenmistir.

Ic ice ge¢mis ag yapili hidrojeller, birbirlerinden bagimsiz olarak capraz
baglanmis iki dogal veya sentetik polimerlerden olusan yapilardir. Polimerlerden

birinin dogrusal oldugu ag yapilar yari-IPN hidrojeller olarak isimlendirilmektedir. I¢



ice gecmis ag yapilt hidrojeller, yapidaki iki polimerin de 6zelliklerini tasidigindan

hidrojelin uyarana duyarlilik ve mekanik dayanimi gibi 6zellikleri gelistirilmistir.

2.1.4. Iyon Yiikiine Gore Hidrojeller

Hidrojeller, polimer zincirindeki iyon yiikiine bagli olarak anyonik, katyonik ve
notr hidrojeller olarak siniflandirilirlar. Polimerik baglarinda elektrik yiiklii gruplar
barindirmayan hidrojeller, iyon yiiklii olmayan (ndtr) polimerlerdir. Iyonik yiiklii
monomerlerin birlesimi ile olusan hidrojeller ise iyonik hidrojellerdir. Hidrojel
yapisindaki yiikiin degerine bagli olarak anyonik veya katyonik hidrojeller olarak
isimlendirilirler. Hem pozitif hem de negatif yiikii bir arada barindiran hidrojeller ise
amfoterik yapidadirlar. Polimerik zincirde yiikli gruplarin yer almasi biyo-

uygulamalardaki kullanimlar i¢in ¢esitli avantajlar olusturmaktadir.

2.1.5. Capraz Baglanma Tiiriine Gore Hidrojeller

Hidrojeller, kimyasal veya fiziksel olarak capraz baglar olusturarak 3B ag
yapilarint meydana getirirler. Fiziksel baglanma; Van der Waals etkilesimleri, hidrojen
baglar1 ve iyonik etkilesimler gibi fiziksel etkilesimler ile meydana gelmektedir.
Fiziksel ¢apraz baglanma, gecici bir baglanma olusturur ve bu sentez yontemi
tersinirdir [Parhi, 2017]. Fiziksel capraz baglanmada capraz baglayici ajanlarin
kullanilmayig1 bu yontemin avantaji sayilabilir. Kimyasal baglanmada ise kovalent
baglar kullanilarak polimer zincirleri birbirine baglanir ve bu baglanma kalic1 ¢apraz
baglar olusturur. Kovalent bagli hidrojellerde zincir kopmalar1 goriilmedigi siirece
hidrojel, bir ¢oziicii igerisinde ¢oziinmezken fiziksel olarak capraz bagl hidrojellerde
durum farklhidir. Coziicii bilesimi veya ortam kosullar1 (sicaklik, pH vb.) degistiginde

fiziksel olarak ¢apraz bagli hidrojelin yapisinda ¢6ziinme goriilebilmektedir.

2.1.6. Konfigiirasyona Gore Hidrojeller

Hidrojeller, hidrofilik polimeri olusturan aglarin fiziksel yapisina gére amorf,
kristal ve yari-kristal olarak siniflandirilirlar. Amorf hidrojellerde makromolekiil
zincirleri rastgele bir diizende, gelisigiizel yerlesmislerdir [Peppas,1986]. Kristal yapili

hidrojellerde ise zincirler belirli bir diizende bir araya gelmislerdir. Bu diizen, hidrojel



yapisinin  sertligini etkilemektedir. Kristal yapilt hidrojeller sert, amorf yapili
hidrojeller ise elastik formda bulunurlar. Hidrojelin kristalinite orani degistik¢e
hidrofilik polimerin mekanik 6zelliklerinde de dogru orantili olarak degisim

gorilmektedir.

2.1.7. Cevresel Uyarana Duyarh Hidrojeller

Hidrojellerin 6nemli Ozelliklerinden biri ¢evresel uyaranlara karsi cevap
olusturabilmeleridir. Sicaklik, 1s1k, pH, elektriksel/manyetik alan gibi ortam
degisikliklerine bagli olarak hidrojel sisme ve/veya biiziilme davranisi sergiler ve
bdylece hidrojel hacmi ve kiitlesinde degisimler goriiliir. Bu sayede gergeklesebilen
sisme davranigi sayesinde su ve biyolojik sivi hidrojel tarafindan emilir. Bu tiir
hidrojeller akilli hidrojeller olarak da isimlendirilmektedir [Giimiigderelioglu, 2010],
[Li et al, 2021].

2.1.7.1. Sicakhiga Duyarh Hidrojeller

Sicakliga duyarli hidrojeller, polimerik ag yapilarinda genellikle etil, metil,
propil gibi gruplar1 barindirmaktadirlar [Avila-Salas et al., 2020], [Zhang et al., 2021].
Hidrojellerin sicakliga bagl tepkileri en diisiik kritik ¢ozelti sicakligr (LCST) ve tist
kritik ¢ozelti sicakhign (UCST) terimleri ile agiklanabilir. Ust kritik ¢ozelti sicaklik
degerinin altinda biiziilme, bu sicakligin istiine ¢ikildiginda ise sisme davranisi
gosteren polimerik yapilar pozitif sicakliga duyarli hidrojeller olarak
isimlendirilmektedirler. LCST altindaki ¢ozeltilerde sisme, bu sicakligin lizerindeki
sicakliklarda ise biiziilme davranisi gosteren hidrojeller negatif sicakliga duyarl
hidrojeller olarak isimlendirilirler [Balan,2021]. Sik kullanilan sicaklik duyarli
hidrojellere 6rnek olarak PNIPAAm olarak kisaltilan poli(N-izopropil akrilamid) ve
poli(vinilmetileter) (PVME) verilebilir. PNIPAAm’ i LCST degeri yaklasik olarak
32°C’dir. Hidrojel, bu sicakligin altinda iken biiziilme davranisi sergiler. Sicakliga
bagli olarak gerceklesen sisme/biiziilme davranisi tersinirdir ve bu hidrojeller 6zellikle

kontrollii ila¢ salim sistemlerinde siklikla kullanilirlar.



2.1.7.2. pH’a Duyarh Hidrojeller

pH degisimine duyarli hidrojeller, polimerik yapilarinda asidik ve bazik gruplar
barindirirlar. Ortamdaki pH degisimi, hidrojelin asidik ve bazik bolgelerinden proton
transferine sebep olmaktadir. Bu iyonlasma hidrojel yapisinda sabit elektriksel yiik
olusturur ve bu elektrostatik kuvvetlerin itme hareketleri sonucunda polimerik ag
yapisina ¢Oziicli molekiillerinin girisi gergekleserek sisme meydana gelir. Sisme
davranigi geri dontisiimlii olarak gergeklesmektedir ve tekrarlanabilirdir [Rizwan et al.
2017]. pH’a duyarh hidrojeller 6zellikle mide ortaminda zararh olabilecek ilaglarin
mide yerine bagirsakta ¢coziinmelerini saglamak amactyla kullanilmaktadirlar. Mide
ortamindaki pH degerinde (pH<2) biiziilen hidrojeller bagirsak pH’inda (pH>7)
siserek ilacin salimini gergeklestirirler [Hibbins et al 2017]. Benzer sekilde seker
hastaliginin tedavisinde 6nemli olan insiilin salim1 i¢in de bu 6zellikteki polimerik

yapilar kullanilmaktadir [Giimiisderelioglu, 2010].

2.1.7.3. Manyetik ve Elektriksel Alana Duyarh Hidrojeller

Manyetik alana duyarl1 hidrojeller, manyetik pargaciklarin jel icerisine
yerlestirilmesi ile olugsmaktadirlar [Li et al., 2013]. Bu jeller manyetik alana maruz
birakildiklarinda 1smabilir, manyetik alan ortadan kaldirildiginda ise soguyarak ilk
hallerine geri donebilirler. Yapay kas uygulamalari, ilag salim sistemleri gibi
calismalar i¢in bu tiir hidrojeller kullanilmaktadir.

Elektriksel alana duyarli hidrojeller ise elektriksel alan altinda sisme/biiziilme
davranis1 sergilemektedirler [Carayon et al., 2020]. Bu o&zellikteki hidrojeller
genellikle polielektrolitlerden olusmaktadirlar. Elektriksel alan etkisi ile polimerik
agda, hareketli iyonlar1 elektrotlara ¢eken karsi iyonlar ve hareketsiz yiiklii gruplar
tizerinde bir kuvvet iiretilir. Hidrojel, katot ve anotta bolgesel olarak siser ve biiziiliir.
Boylece elektrik enerjisi mekanik enerjiye doniistiiriiliir. Ayni zamanda elektriksel
alan tarafindan ¢ozelti icerisindeki iyonlar manipiile edilerek hidrojelin sisme/biiziilme
davranis1 kontrol edilebilir. Elektriksel alana duyarli hidrojeller, kontrollii ilag salim

sistemlerinde, doku miihendisligi ve biyo-sensor uygulamalarinda kullanilmaktadirlar.



2.1.7.4. Isnga Duyarh Hidrojeller

Hidrojeller pH, sicaklik, manyetik ve elektriksel alan disinda 151k etkisine kars1
da cevap olusturmaktadirlar. Isik uygulamasi sonucu hidrojel yapisinda fiziksel
ve/veya kimyasal degisimler goriilebilecegi gibi hidrojel sentezi de 151k etkisi ile
gerceklesebilmektedir. Isikla indiiklenen fotopolimerizasyon; solvent kullanimina
gerek duyulmamasi, reaksiyon siiresi ve buna bagli olarak polimerik ag yapinin
olusumunun hizli ger¢eklesmesi, uygulama kolaylig1 gibi avantajlar sagladigindan pek
cok uygulama i¢in ilgi ¢ekici bir sentez yontemi olmustur [Samadian et al., 2020].

Cevresel uyaranlar iizerinde gerceklestirebilecegimiz miidahaleler sonucunda
hidrojel davraniglarini kontrol etmek miimkiindiir. Hidrojel tizerindeki bu kontrol igin
gevresel uyaranlar arasinda en etkili uyaranin 1s1k oldugu bilinmektedir [Li et al.,
2019]. Isik, non-invaziv oldugundan ilave reaktifler gerektirmeden materyal
tizerindeki kontrolii kolaylastirir. Ek olarak 151k yogunlugu ve 1sinlama siiresi gibi
parametreler {izerinde kolaylikla degisimler yapilabildiginden fotokimyasal
reaksiyonun kontrol edilmesi de kolaylasmaktadir [Shen et al., 2020]. Isiga duyarl
hidrojeller, genellikle bir polimerik ag yap1 ve bir foto-reaktif gruptan olugsmaktadirlar.
Fotokromik molekiil, 151k kaynagi (yakin kizilotesi-NIR, ultraviyole-UV, goriiniir 151k)
ile karsilastiginda optik sinyali yakalar ve foto-reaksiyon mekanizmas: ile optik sinyali
kimyasal sinyale donistiiriir. Bu sayede hidrojeller 151k kaynagi altinda Sekil 2.2°deki
davraniglar1 sergileyebilirler veya ilgili molekiiller araciligr ile hidrojele islevsellik

kazandirilabilir.
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Sekil 2. 2: Isik uygulamasi sonucunda gergeklesebilecek hidrojel davranislari.

Hidrojellere 1518a duyarlilik 6zelligi genel olarak 151k kaynag: altinda degisim
gosteren kumarin, o-nitrobenzil esteri, azobenzen, spiropiran gibi gruplar sayesinde
kazandirilmaktadir. Bu fonksiyonel gruplar cesitli reaksiyon mekanizmalar ile etki
gosterirler. Genellikle bu reaksiyonlar tersinirdir ve 151k kaynaginin ortadan
kaldirilmast veya degisen dalga boyundaki 151tk uygulamasi ile sistem geri
dontstiiriilebilir. Isik etkisi ile ger¢eklesen reaksiyonlara; niikleofilik ve bazi halka
katilma reaksiyonlari, fotoizomerizasyon ve fotoparcalanma reaksiyonlar1 6rnek

verilebilir [Li et al., 2019].

2.1.7.4.1. Katilma Reaksiyonlari

Foto-kimyasal katalizli reaksiyonlardan bazilar1 Sekil 2.3’te gosterilmistir. Bu
reaksiyonlar arasinda halka katilma reaksiyonlar1 yaygin olarak tercih edilen sentez
yontemlerindendir. Halka katilma reaksiyonlarinda, iki veya daha fazla sayida
doymamis grup tasiyan molekiil, bag ¢oklugunun azalmasi ile halkali bir yap1
olusturmak i¢in bir araya gelirler. Katilma reaksiyonu, halkayr olusturan =
elektronlarma bagli olarak [4+4] veya [2+2] halka katilmasi olarak

isimlendirilmektedir. [2+2] halka katilma reaksiyonu, genel tanimu ile bir siklobiitan



olusturmak iizere, molekiil i¢i veya molekiiller arasi olabilen, uyarilmis durumdaki bir
enonun bir alken ile kombinasyonuna dayanmaktadir [Crimmins et al., 2004]. [4+4]
halka katilma reaksiyonu ise sekiz iiyeli bir halka olusturmak icin iki doymamis
molekiiliin uygun kosullarda bir araya gelmesine dayanmaktadir. Her iki halka katilma
reaksiyonu da uygun dalga boyunda 1s1k uygulamasi veya sicaklik etkisi ile tersine

cevrilebilir.

UV, Vis
Tiyol-en (fotobaslatici)
¥y R SH R, RSR,
Y o ¢
[2+2] Halka " g' o >300 nm HO )ZK/
+ —_—
Katilmasi o ——— o~
B om <200 nm ty ©
[4+4] Halka 90® >350 nm
Katilmasi . [
Al] <300 nm

Sekil 2. 3: Fotokimyasal katalizli katilma reaksiyonlari.

Tiyol-bazl reaksiyonlar, bir tiyol (R-SH) ve bir alken (R.C=CR>) veya alkin
(RC=CR) molekiilii arasinda gergeklesen radikalik katilma reaksiyonlaridir. Sentez
sonrasinda bir tiyoeter (R-S-R") olusmaktadir. Sekil 2.4°te yer alan semada tiyol-bazli
reaksiyon mekanizmasi gosterilmistir [Anseth et al, 2015]. Klik kimyasi
reaksiyonlarindan biri olan tiyol-en reaksiyonlari, hafif reaksiyon kosullarinda ve hizl
ilerlemekle beraber sentez sonrasinda da yan iriin olusmaksizin yiiksek verimli
tiriinlerin elde edilmesini saglamaktadirlar. Bu 6zelliklerine ek olarak biyoortogonal
olan tiyol-en reaksiyonlar1 biyo-uygulamalar i¢in yaygin bir sekilde kullanilan sentez

yontemlerindendir.
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Sekil 2. 4: Isik uygulamast ile baslatilan tiyol-bazli reaksiyon mekanizmasi.

2.1.7.4.2. Fotoizomerizasyon

Isik etkisi ile molekiillerin izomerleri arasindaki doniisim siireci
fotoizomerizasyon olarak adlandirilmaktadir [IUPAC, 1997]. Bu reaksiyonlar
genellikle tersinirdir ve yan iirlin olusturmazlar. Cis-trans izomer doniisiimii ve halka
acilmasmna dayali kimyasal doniisiimler fotoizomerizasyonda goriilen en yaygin
doniistimlerdir. Isik ile uyarilmis izomerizasyon reaksiyonlar1 veren yaygin
molekiillere 6rnek olarak azobenzen, stilben, spiropiran/spirooksazin, fulgid,
ditienileten molekiilleri verilebilir [Balmond et al., 2016].

Azobenzen, Sekil 2.5’te goriildiigii gibi uygun dalga boyundaki 1g1k uygulamasi
ile kararli durumdaki trans konfigiirasyonundan cis konfigiirasyonuna doniisebilen bir
molekiildiir. Reaksiyonun geri doniisiimii 151k veya 1s1 etkisi ile ger¢eklesebilmektedir.
Bu izomerizasyon mekanizmasi, biyo-uygulamalarda ozellikle self-healing ve konak-

konuk etkilesimlerini incelemek amaciyla kullanilan yaygin bir sentez yoludur.

N=N
N __hv .
@I N hv'or A

Trans-azobenzen Cis-azobenzen

Sekil 2. 5: Azobenzen molekiiliiniin 151k etkisi ile gerceklesen izomerizasyon
mekanizmasi.
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Spiropiran molekiilii, benzer sekilde 1sikla indiiklenerek hidrofobik kapali halka
formundan hidrofilik zwitter iyonik agik halka formuna doniisiir (Sekil 2.6).
Spiropiran, 200-400 nm dalga boylar1 arasinda UV 1181 uygulamasi ile halka
acilmasina maruz kalir. Olusan ara {iriin, merosiyanin olarak isimlendirilen renkli ve
iyon yiiklii yapiy1 olusturmak iizere izomerlesir [Fagan et al., 2021], [Kortekaas et al.,
2019]. Merosiyanin formu katyonik metaller ile kompleks olusturarak stabilize
edilebilir [Paramonov et al., 2011]. izomerizasyon tepkimesi, merosiyanin izomerinin

gorilniir 151k 151nlamasi veya sicaklik uygulamasi ile tersine gevrilebilir.

S = 2
Ry--p-- 7 7N
D s A
\
Rs
Spiropiran Merosiyanin

Sekil 2. 6: Spiropiran molekiiliine ait 151k etkisi ile ger¢eklesen izomerizasyon
mekanizmasi.

2.1.7.4.3. Fotoparcalanma

Kumarin, nitrobenzil esteri, arilmetil gibi gruplar isikla pargalanabilen
fotokafesleme gruplar1 (photolabile protecting groups-PPG) olarak bilinirler. Bu
gruplar gesitli biyomolekiil veya polimerik yapilara kovalent olarak baglanarak hedef
molekiilii maskelemektedirler. Uygun dalga boyunda (A = ~220-450nm) 1sik
uygulamasi sonucunda ilgili koruma gruplar1 hedef molekiilden ayrilirlar [Hansen et
al., 2015]. Koruma gruplar arasinda nitrobenzil gruplari, pek ¢ok caligmada yaygin
olarak kullanilmaktadir. Nitrobenzil gruplarinin yiiksek duyarliliklari ve tepkime icin
gerekli UV dalga boyu araliginin 6zellikle biyo-uygulamalarda canli dokulara zarar
vermeyen bir aralikta olusu tercih edilme sebeplerindendir [Davies, 2007 ]. Orto-
nitrobenzil yapili koruma gruplar1 300-365 nm 151k uygulamasina maruz
birakildiklarinda, maksimum adsorpsiyon gostererek, genellikle dakikalar iginde
pargalanabilirler. Bu siire 151k kaynagi yogunluguna bagli olarak birkag dakika ile
birkag saat arasinda degisebilir [Zhao et al., 2012].

Nitrobenzil grubu, 1s1k ile karsilastiginda birkag adimda pargalanmaktadir (Sekil

2.7). 1k adimda nitrobenzil, 1s1nlama ile uyarilir ve asi-nitro ara iiriinii olusmak iizere
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uyarilmis nitro grubu tarafindan fotoindiiklenmis bir H atomu transferi gergeklesir.
Burada asi-nitro ara iirliniinin bozunma hiz1 yer degistirmeye, ¢oziiciiye ve pH’a
baghdir. H transferi sonrasinda halkali yap1 olusur ve molekiilden karboksilik asit
grubunun ayrilmasiyla u¢ grupta aldehit veya keton bulunan molekiil meydana
gelir [Wang, 2013], [Solomek et al., 2013]. Son basamakta olusan nitrosobenzaldehit
molekiiliindeki aldehit gruplart fonksiyonel gruplardir ve amin gruplarina karst

reaktivite gosterirler.

..O ~
nes v N X
O\H/R [ R —_— \OH
-0 R
Voo . LY
\hv [
or -9
NO N 2N
5 =~ "OH
o] HOYR - 7( 0. _R
+ o0 R O T
5 O~¢ R ©
R L
R =H,GCH;

Sekil 2. 7: O-nitrobenzil molekiiliine ait 151k ile pargalanma mekanizmasi.

Nitrobenzil gibi 151k ile pargalanabilen gruplari1 barindiran hidrojellerde, 151k
ugulamasi ile jel yapisinda kontrollii bir bozunma gerceklestirilerek desenler
olusturulabilir. Anseth ve ekibi tarafindan yayimlanan c¢aligmada, o-nitrobenzil
grubunu barindiran bir ¢apraz baglayici sentezi gerceklestirilmis ve bu capraz
baglayici ile hidrojel sentezlenmistir. Hidrojel yapisindaki o-nitrobenzil grubunun
1518a duyarli 6zelligi sayesinde 151k uygulamasi sonucunda jelin parcalanabildigi
gosterilmistir (Sekil 2.8). RGD yapisma peptidleri bulunan hidrojel yiizeyine hiicre
hatt1 ekimi yapilmistir. RGD peptidlerine bagli olan o-nitrobenzil kafesleme gruplari
nedeniyle peptidler inaktif durumdadir ve hiicreler hidrojel yiizeyine
tutunamamaktadirlar. Fotomaske kullanilarak hidrojel {izerine 151k uygulandiginda o-
nitrobenzil gruplarinin parcalanmasi sonucunda serbest kalan RGD peptidleri islevini
yerine getirerek hiicrelerin hidrojel yiizeyine tutunmalarini saglamis ve hiicre gociinii

miimkiin kilmistir [Kloxin et al., 2009].
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Sekil 2. 8: O-nitrobenzil grubu iceren ve 151k ile parcalanan hidrojel.

2.2. Reaktif Hidrojeller

Reaktif grup barindiran hidrojeller, jellerin sentez sonrasinda istenen
molekiillerle ya da biyomolekiillerle islevsellestirilmesine olanak saglar.
Polimerlesme sonrasi islevsellestirme igin yaygin olarak klik tepkimelerinden
yararlanilmaktadir. Bu tepkimeler 1liml1 tepkime kosullarinda gerceklestirilebilmeleri,
yan Uriin olusturmamalari, fonksiyonel grup cesitliligine olanak tanimalari, hizl
gerceklesen yliksek verimli tepkimeler olmalar: gibi avantajlarindan dolayr siklikla
tercih edilmektedirler. Bu reaksiyonlarda kullanilan metal katalizoriiniin kalintilart
sitotoksiteye sebep olabileceginden son yillarda metal katalist gerektirmeyen klik
tepkimelerine olan ilgi artmigtir [Escorihuela et al., 2015], [Zalesskiy et al., 2016].

Biyomolekiillerin dogrudan baglanmasi i¢in hazirlanan hidrojellerde genel
olarak tiyol ve amin gruplan ile tepkime verebilen gruplar bulunmaktadir. Tiyol
kimyasi, klik reaksiyonlar1 olarak kabul edilenler de dahil olmak {izere ¢ok sayida
reaksiyonu icermektedir [Hoyle et al.,, 2004]. Tiyol-tabanli biyosabitleme
calismalarinda tiyol-in, tiyol-en, Michael katilmasi, tiyol-disiilfit yer degistirme
tepkimeleri siklikla kullanilmaktadir [Stenzel, 2013].

Fonksiyonel polimerlerin tasariminda, 6zellikle amin-reaktif gruplarin polimerik
yapida var olmasi biyo-uygulamalar i¢in 6nem arz etmektedir. Proteinler, enzimler,
DNA/RNA gibi biyomolekiiller, yapilarinda amin gruplarin1 barindirirlar ve amin-
reaktif gruplarin yer aldig1 yiizeylerde bulunduklarinda ilgili molekiiller ile kimyasal
etkilesime girerek yiizey immobilizasyonunu gergeklestirebilirler.

Amin gruplari, aktif esterler, epoksiler ve siiksinimit karbonatlar aldehit
molekiilleri ile kolaylikla reaksiyon verebilirler. Bu molekiiller arasinda N-hidroksi

siiksinimit, hem kolaylikla tepkime verdigi i¢in hem de olusan amit bagi sulu ortamda
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stabil oldugu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin, Jon ve ekibi tarafindan
yapilan c¢aligmada N-hidroksisiiksinimit (NHS) ile aktive edilmis karboksilik asit
esterleri igeren polimerik ince filmler, proteinleri immobilize etmek i¢in kullanilmistir
[Park et al., 2007]. Spring ve ekibi NHS-ester grubu barindiran hidrojelleri cam yiizey
kaplamasi olarak hazirlamislar ve bu hidrojel yiizeylerin iizerine protein baglayici
ligandlar1 desenli olarak baglamislardir. Ardindan bu reaktif mikrobdlgelere segici

olarak protein sabitlenebildigini gostermislerdir (Sekil 2.9) [Spring et al., 2009].
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NHS-ester fonksiyonel R =NH(CH,),NH, R =NHCH,CHMe, P ;/
grubu tagiyan yiizey (Biotin-amine) (control) ¢
kaplama

Sekil 2. 9: Fonksiyonel gruplar barindiran yiizey kaplama ve yilizeyin protein ligandi
ile islevsellestirilmesi.

NHS ile aktiflestirilmis karbonat kimyasi ise hidrojellere biyomolekiillerin
baglanmasindan sonra biyomolekiiliin salimina da izin vermesi bakimindan bazi
uygulamalar i¢in avantajlidir. Sanyal ve ekibi, NHS ile aktiflestirilmis karbonat
fonksiyonel grubu barindiran PEG bazli hidrojel ve kriyojel sentezlemislerdir.
Yapidaki fonksiyonel gruplar aracilii ile DOX ilaci jellere baglanmis ve jellerin ilag
salim kinetikleri degerlendirilmistir (Sekil 2.10) [Aydin, 2017].
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Sekil 2. 10: NHS-aktiflestirilmis ester fonksiyonel grubu tagiyan hidrojel sentezi a)
Jel sentezi ve fonksiyonellestirmeye yonelik sematik goriiniim b) Jel bilesenleri ve
reaksiyon kosullari.

NHS disinda epoksit gruplarindan da hidrojel sentezi ve biyosabitleme
calismalarinda sik¢a yararlanilmaktadir. Ornegin Sanyal arastirma grubu tarafindan
yapilan bir caligmada; tiyol-epoksi kenetlenme (coupling) reaksiyonu ile hidrojel
sentezi gergeklestirilmis ve jellesme isleminden sonra yapida reaktif hidroksil gruplari
olusmustur. Tiyol-epoksi reaksiyonu sonucunda olusan hidroksil gruplarinin, hidrojel
tizerinde biyosabitleme bolgesi olarak kullanilabilir oldugu ifade edilmistir (Sekil
2.11) [Cengiz, 2013]. Farkli bir ¢alismada, epoksi i¢eren amin reaktif polimerik
kaplamalar, istenmeyen biyo-baglanmayi engelleme (antifouling) 6zelligine sahip
olacak sekilde hazirlanmis ve amin i¢eren biyomolekiillerin epoksi-amin tepkimesi ile

polimerik kaplamaya baglanmasi gerg¢eklestirilmistir [Sung et al., 2012].
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Sekil 2. 11: Tiyol-epoksi reaksiyonu ile hidrojel sentezi ve fonksiyonellestirilmesi.

[zosiyanat gruplar1 amin igeren molekiillerin / biyomolekiillerin hizl
baglanmasina olanak saglamaktadir [Perzyna et al. 2007], [Hensarling et al., 2011].
Amin-izosiyanat etkilesimine yonelik grubumuz tarafindan yapilan ¢alismada 2-
izosiyanatoetil metakrilat (ICEMA) monomerinin poli(etilen glikol) metil eter
metakrilat (PEGMEMA) ve pentaeritritol tetraakrilat (PETA) ile fotopolimerizasyonu
sonucunda fonksiyonel hidrojel sentezi gerceklestirilmistir. Sentezlenen hidrojel,
yapisindaki izosiyanat molekiiliiniin amin reaktivitesi sayesinde amin gruplari tagiyan
molekiiller ile baglanabilecek fonksiyonaliteye sahiptir. Bu fonksiyonelligin
dogrulanmasi amaciyla cam yiizey iizerinde hidrojel kaplamalar sentezlenmis ve
Biyotin-amin/Streptavidin  kompleksinin hidrojel yiizeyine baglanabilir oldugu
incelenmistir. Beklendigi gibi izosiyanat-amin etkilesimi sonucunda biyotin-amin
baglanmis, bu gruplarin tizerine de TRITC-streptavidin basarili bir sekilde
sabitlenebilmistir (Sekil 2.12) [Tarakci ve Gevrek, 2022].
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a) L

Sekil 2. 12: (a) Izosiyanat iceren fonksiyonel hidrojel sentezi ve hidrojelin amin/tiyol
gruplari ile islevsellestirilmesi (b) Biyotin-amin ve Streptavidin molekiillerinin
ylizeye sabitlenmelerinin sematik goriintimii (¢) Streptavidin sabitlemesinin
dogrulandigi floresan mikroskop goriintiileri.

Aldehit gruplar1 da hidrojellere amin gruplarina kars1 reaktiflik 6zelligi vermek
i¢in yaygin olarak kullanilan gruplardandir [Shajpal et al 2022]. Amin gruplari, aldehit
gruplarina baglanarak Schiff bazi adi verilen yapiy1 olusturmaktadirlar. Polimerde
bulunan hidroksil gruplarinin asetik anhidrid ve dimetil siilfoksit (DMSO) varliginda
oksitlenmesi ile aldehit grubu elde edilebilir. Klok ve ekibi bu sekilde elde ettikleri
aldehit grubu igeren polimer fir¢alara amin igeren oligoniikleotidlerin baglanabildigini
gostermigler ve elde ettikleri platformlarin  DNA sensorii olarak kullanilma

potansiyelini incelemislerdir [Bilgic ve Klok, 2015].

2.2.1. Isik Etkisi ile Aktiflesebilen Hidrojeller

Isik etkisi ile aktiflesebilen hidrojeller, o6zellikle jel iizerinde desenli
mikrobolgelerin eldesi igin tasarlanmaktadir. Mosiewicz ve ekibi tarafindan yapilan
calismada PEG bazli hidrojel {izerinde hiicre biiylime faktorii olarak c¢alisan bir

enzimin peptid substrati1 baglanmistir. Yiizeyde bulunan peptidler, nitrobenzil yapili
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nitroveratriloksikarbonil grubu ile baglanarak maskelenmis ve peptidin islevi
bloklanmistir. Uygun dalga boyunda 1s1gin desenli olarak bu hidrojellere uygulanmasi
sonucunda nitrobenzil yapili koruma grubu pargalanarak yiizeyden ayrilmis, ardindan
bu bolgelerde bulunan peptid substrati aktif duruma ge¢mis ve enzim
(transglutaminase factor XII) varliginda hedeflenen biyomolekiiller ile baglanabildigi
gosterilmistir. (Sekil 2.13) [Mosiewicz et al., 2013].
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Sekil 2. 13: Hidrojelin 151k kontrollii enzimatik biyomolekiil modellemesi.

Son yillarda ¢esitli malzemeler {izerinde aldehit grubu olusturmak i¢in 1518a
duyarli grup olan o-nitrobenzil grubunun kullanimi oldukga yaygindir. Buna yonelik
olarak Barner-Cowollik ve ekibi o-nitrobenzil asetal ve trietoksisilan grubu igeren
molekiil sentezi gerceklestirmis ve yiizey kaplamasi olusturmuslardir. Yiizeyi 151k
etkisi ile desenli olarak aktive ettikten sonra oksim ligasyonu ile yiizeye biyomolekiil
sabitlenebildigini gostermislerdir [Pauloehrl et al., 2012]. Daha 6nceki yillarda o-
nitrobenzil grubu, hidrojellerin 3B desenlendirilmesinde ve peptidlerin 151k etkisi ile
saliminda kullanilmaktaydi. [Deforest et al., 2011], [Deforest et at. 2012] Ancak o-
nitrobenzil grubunun pargalanmasi sirasinda reaktif nitrosobenzaldehit olusumunu
avantaj olarak alan bu yaklasim daha sonra hidrojellere de uygulanmuistir.

Zhu ve ekibi 2018 yilinda yaymladiklar1 ¢aligmalarinda, o-nitrobenzil grubu

igeren zwitteriyonik monomer ile hidrojel sentezi gergeklestirmis ve bu hidrojellere
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hiicre baglanmasi ve baglanan hidrojellerin yonlendirilmesini gostermislerdir (Sekil 2.
14) [Ming et. al., 2018]. Calismada oncelikle, zwitteriyonik o-nitrobenzil monomer,
2-hidroksietil metakrilat, poli(etilen glikol) metakrilat ve poli(etilen glikol) diakrilat
ile fotobaslatici olarak amonyum persiilfat kullanilarak hidrojel elde edilmistir.
Hidrojellere UV 15181 uygulamasi ile yiizeyler iizerinde nitrosobenzaldehit gruplari
olusmustur. Fotomaske kullanarak bolgesel olarak aktiflestirilen bu hidrojellere
protein sabitlenmesi gergeklestirilmistir. Benzofenon ve fenil azid iceren monomerler
ile de benzer sekilde hidrojeller elde edilmis ve ¢esitli proteinlerin immobilizasyonu
gerceklestirilmistir.  Hidrojellere 6nce protein ekleyip sonra 1sik uygulanmasi
yaklasimi ile 6nce 151k uygulayip sonra protein ekleme yaklasimlar1 kiyaslanmistir.
Birinci yaklasimda benzofenon ve fenil azid igeren jellerde de protein adsorbsiyonu
gozlenirlen, ikinci yaklasgimda sadece o-nitrobenzilamin igeren jellerde protein
immobilizasyonu goézlenmistir. Daha sonra hidrojellere desenli olarak jelatin
baglanmis ve hiicrelerin sadece bu bdlgelerde biiylimesi saglanmigtir. Hidrojellerin
bos kalan yerlerinin de yine UV 15181 ile aktive edilmesi ve jelatin sabitlenmesiyle
hiicrelerin ekilen bolgelerin digina dogru biiyiimeye basladiklar1 dikkat ¢ekmistir.
Ikinci sabitleme fibronektin ile yapildiginda ise, hiicrelerin bu proteine jelatine nazaran
daha ¢ok afinitesi oldugundan bulunduklari yeri tamamen terk ederek fibronektin

sabitlenen bolgeye gog ettikleri gozlenmistir.
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Sekil 2. 14: Ortonitrobenzil igeren zwitteriyonik monomer ile hazirlanan hidrojellerin
desenli protein baglamasi ve bu bolgelerde hiicre biiyiitiilmesi.
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Zhu ve ekibi tarafindan amin reaktivitesiyle islevsellestirilen hidrojellerin hiicre
davraniglar tizerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan bir diger ¢alismada, 3B
hiicre mikroortami olarak nitrobenzil grubu barindiran bir hidrojel sentezlenmistir
(Sekil 2.15). Hidrojel sentezi i¢in hyaliironik asit, nitrobenzil ve vinil siilfon gruplar:
ve PEG-bistiyol capraz baglayicisi kullanilarak tiyol-Michael katilmasi ile hidrojel
olusturulmustur. Hidrojel yiizeyine amin grubu tasiyan hiicresel yapisma peptid
kompleksi (BSA-c(RGDfC)) ve fibroblast hiicrelerinin ekimi yapilmistir. Fotomaske
kullanilarak, 365 nm dalga boyunda UV 15181 uygulamasi yapilmis ve 1sik etkisi ile
hidrojel yapisindaki nitrobenzil gruplar1 pargalanarak nitrosobenzaldehit molekiiliinii
olusturmustur. Olusan nitrosobenzaldehit grubu, imin ligasyonu ile hidrojel
yiizeyindeki amin bazli yapisma peptidleri ile baglanarak hidrojel {izerindeki
hiicrelerin yapisma peptidleri ile etkilesimini saglamistir. Fotomaske kullanildigindan,
hidrojel yiizeyinde sadece maskenin 1181 gegirdigi bolgelerde amin-reaktivitesi
goriilmiis ve bu nedenle yilizeydeki hiicreler sadece 1s1gin ulastigi bolgelerde, yapisma
peptidinin etkisi ile, yiizeye yapisma ve yayilma davranisi sergilemislerdir [Cai et al.,
2019].
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Sekil 2. 15: Isiga duyarl reaktif hidrojel sentezi ve 3B hiicre kiiltiirii uygulamasi a)
Hidrojel bilesenleri b) Hidrojel sentez mekanizmasi ¢) Isik ile nitrobenzil
molekiiliiniin nitrosobenzaldehite doniisiimii ve d) buna bagli olarak amin grubu
tasityan RGD peptid kompleksinin hidrojel yiizeyine kovalent baglanmasi €) Hidrojel
yiizeyindeki hiicrelerin, fotomaske uygulamasi ile sadece 1s1ga maruz kalan
bolgelerde yiizeye yapigmalari.
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2.3. Mikrokuyular

Biyo-uygulamalarda hiicresel davraniglarin incelenmesi, diisiik
konsantrasyonlardaki biyomolekiillerin 6l¢iilmesi gibi ¢alismalarda, hiicre kiiltiirii
ortamin1 taklit edebilen polimerik yapilar 3B hiicre mikroortami olarak
kullanilmaktadirlar. Geleneksel hiicre kiiltiirlerinde, hiicre popiilasyonu iizerinde bir
calisma yapilmakta iken mikrometre olgekli kiiltiir kuyu dizilerinde (mikrokuyu
dizilerinde) daha az sayidaki hiicrelere yonelik bir ¢alisma yapilabilir. Bu sayede
kiltirdeki hiicre dinamikleri daha spesifik bir sekilde analiz edilebilmektedir
[Broderick et al., 2011], [Moeller et al.,2008]. Ornegin, tek bir hiicreden salgilanan
diisiik konsantrasyondaki biyomolekiillerin saptanmasi kolaylasabilir. Ayrica kii¢iik
kuyucuklara hapsedilen biyomolekiiller, diisiitk miktardaki hedef proteinlerin, niikleik
asitlerin analizine de olanak saglayabilir [Cohen,2017], [Cohen, 2018].

Mikrokuyu dizileri ile birlikte ¢esitli mikro boyutlardaki topografik olarak desenli
yiizeylerin elde edilmesinde litografik teknikler kullamlmaktadir. Ozellikle yumusak
litografi yontemi, geleneksel litografiye gore daha diisiik maliyetli olusu, biyo-
uygulamalar i¢in uygunlugu, nano yapiyr olusturmak i¢in foto-reaktif bir yiizeye
ithtiya¢ duyulmamasi gibi avantajlar1 nedeniyle siklikla tercih edilmektedir [Quake et
al., 2000]. Litografi yonteminde genellikle orijinal bir deseni {igiincii bir yiizeye
aktarmak i¢in sablon olarak, topografik desenli elastomer damgalar kullanilir.
Elastomerik damga olarak PDMS (Polidimetilsiloksan) kullanimi oldukg¢a yaygindir.

PDMS, diisiik maliyeti, kimyasal kararlilig1 ve mekanik dayanimi gibi 6zellikleri
ile hiicrelerin manipiile edilmesi ve kiiltiirlenmesi ¢alismalarinda avantajl bir kullanim
sunmaktadir [Mata et. al, 2005], [Halldorsson et. al, 2015]. Biyo-uygulamalar igin
kullanilan substratlarin ilgili ¢calismalar kapsaminda mikrokuyulara tutunabilmeleri
i¢in sistemin uygun kimyasal diizende olmas1 gerekir. Bu nedenle mikrokuyularin i¢
kisimlar1 substratlarin baglanabilecegi sekilde islevsellestirilir. Lynn ve ekibi
tarafindan yapilan ¢alismada, PDMS damgalar kullanilarak politiretan tabaka iizerinde
mikrokuyular olusturulmustur. Poliiiretan yiizeyin iizeri polietilenimin ve amin reaktif
azlakton igeren poly(2-vinil-4,4-dimetilazlakton) ile tabaka tabaka kaplanmistir. Bu
yiizeylerin {ist kismina amin igeren molekiiller baglanmis ve mikrokuyu bdlgeleri
amin-reaktif oldugundan amin grubu tasiyan farkli bir molekil ile
islevsellestirilebildigi gosterilmistir [Broderick et al., 2011]. Benzer bir ¢alismada, yan

dallarinda azlakton grubu bulunduran polimer ve iki ucunda amin grubu bulunduran
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Jeffamine kullanilarak PDMS kalip igerisinde hidrojel yapida mikrokuyular elde
edilmis, tepkimeye girmeden kalan azlakton amin islevsel grubu barindiran
molekiillerin baglanabildigi gosterilmistir [Wancura et al., 2017].

Hidrojeller biyouyumlu malzemeler olduklarindan [Slaughter et al., 2023],
mikrokuyularin olusturulmasinda, PDMS gibi polimerlere kiyasla hidrojellerin
kullanilmast biyouyumlulugun artirtlmasi agisindan avantajlidir. Ayni1 zamanda
kullanilan hidrojellerin islevsel yapili olmalar1 6nemlidir. Fonksiyonel hidrojeller,
enzim, protein, bliylime faktorleri, DNA/RNA oligoniikleotidleri, hedef ilag etken
maddeleri gibi molekiillerin kovalent veya non-kovalent etkilesimler ile dogrudan
hidrojellerin yapisina dahil edilmesi ile elde edilmektedirler [Li et al. 2017].
Biyosensor uygulamalarinda, analitlerin giivenilir sekilde algilanmasi i¢in spesifik
baglanma 6nem arz etmektedir. Fonksiyonel yiizeyin yalnizca hedef molekiilii
algilamasi i¢in yiizeyde hedef molekiile kars1 reaktif gruplarla birlikte istenmeyen
baglanmalar1 6nleyecek gruplarin da bulunmasi tercih edilmektedir [Baggerman et al.
2019].

Hidrojel yapisinda kullanilan malzemeler arasinda, diisiik maliyeti ve ticari
olarak kolay bulunabilir olmasi, yliksek biyouyumlulugu, immiinojen olmamasi gibi
nedenleriyle PEG (Polietilen glikol) yaygin olarak kullanilmaktadir [Zhu, 2010]. PEG,
dogrusal veya dallanmis yapida sentezlenebilir. Temel PEG yapisi, metiloksil,
karboksil, amin, tiyol, vinil siilfon, azit, asetilen ve akrilat gibi fonksiyonel gruplara
dontistiiriilebilen iki hidroksil u¢ grubuna sahip PEG dioldiir [Peppas et al., 1999].

Tim avantajli Ozelliklerine ek olarak hidrojel yapisinin fiziksel/kimyasal
ozelliklerini iyilestirmek veya artirmak amaciyla PEG’in farkli polimerler ile konjuge

edilmesi sonucunda da hidrojel sentezi gerceklestirilebilir.
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3. TEZIN AMACI, KATKISI ve ICERIGI

Bu ¢alismanin genel amaci, biyo-uygulamalar i¢in kullanilabilir, 1s18a duyarl
hidrojeller sentezlemek ve bu hidrojelleri 151k etkisi ile asindirma yoluyla
aktiflestirerek hidrojel yiizeyinde reaktif mikrokuyular olusturmaktir. Bu amagla, ilk
olarak 1s18a kars1 duyarli o-nitrobenzil gruplar1 iceren monomer ve dort kollu PEG-
tetratiyol ¢apraz baglayici sentezlerinin gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Monomer
sentezlerinin ardindan elde edilen hidrojelin, 1sik uygulamasi ile o-nitrobenzil
gruplarinin pargalanarak nitrosobenzaldehite doniismeleri sonucunda amin-reaktif
0zellik kazanmasi aragtirilmistir.

Literatiirde yer alan calismalarda genel olarak, 151tk uygulamasindan sonra o-
nitrobenzil grubu iceren jellerin bu grubun par¢alanmasiyla olusan nitrosoketon ya da
nitrosobenzaldehit gruplarinin jel yapisindan ayrildiklari goriilmiistiir. Hidrojellerin
151k ile asmdirilarak desenlendirmesi sonrasinda nitrosobenzaldehit gruplarinin
hidrojellerin {izerinde bulunmaya devam ettigi ve ardindan amin gruplarn ile
etkileserek islevsellestirildigi caligmalara litratiirde rastlanmamistir. Bu ¢alismada ise
ayni anda o-nitrobenzil grubunun 151k ile parcalanmasi ve jel tlizerinde bulunmaya
devam eden grubun amin reaktivitesi incelenmistir.

Calisma kapsaminda, ylizeyde kaplama olarak hazirlanan hidrojeller iizerinde
fotomaske iizerinden UV 15181 uygulamast yapilmistir. Fotomaske sayesinde jel
yiizeyinde belirli bolgeler 15181 gegirerek jel yiizeyini asindirmis ve mikro-kuyular
olusturmustur.  Olusan  mikro-kuyular,  buradaki  o-nitrobenzil  grubunun
nitrosobenzaldehite doniisiimii sayesinde amin-reaktif bolgeler haline gelmistir.
Sonraki asamalarda, amin gruplar1 barindiran hedef molekiillerin, Shiff bazi etkilesimi
ile hidrojel yiizeyindeki mikro-kuyulara baglanabildigi gosterilmistir.

Bu yaklasimla, ileri c¢alismalarda biyosensér uygulamalarinda hedef
molekiillerin/biyomolekiillerin mikrokuyulara hapsedilerek hizli ve etkili sekilde
tanimlanmalar1 saglanabilir, hiicre kiiltiirii uygulamalarinda az sayidaki hiicrenin
mikrokuyulara hapsedilmesi ile hiicre dinamiklerinin karakterize edilebilmesine
olanak saglanabilir, farkli desenlerde fotomaskenin kullanilmasiyla yiizeylere hiicre
baglayict ligandlar desenli olarak baglanabilir ve boylece hiicreler yiizeyde istenen

sekilde yonlendirilerek biiytitiilebilir.
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4. MATERYAL ve METOT

4.1. Materyal

4.1.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasallar arasinda; poli(etilen glikol) (PEG2K, Mn:
2000 gmol?, Sigma Aldrich), 2,2-bis(hidroksimetil)propiyonik asit (Bis-MPA)
(Tokyo Chemical Industry), 2,2-dimetoksipropan (Sigma Aldrich), tereftalik asit
(Merck), p-toluensulfonik asit (Tokyo Chemical Industry), 4-(dimetil amino)piridin
(Sigma Aldrich), piridin (Merck), 3-merkaptopropiyonik asit (MPA) (Sigma Aldrich),
1,4-ditiyotreitol (DTT) (Sigma Aldrich), siilfiirik asit (H2SO4) (Sigma Aldrich), nitrik
asit (HNOs) (Sigma  Aldrich), DOWEX (Sigma Aldrich), N,N'-
Disiklohekzilkarbodiimid (DCC) (Alfa Aesar), sodyum stilfat (Na:SOas) (Merck),
trietilamin (TEA) (Merck), akriloil kloriir (Sigma Aldrich), boran tetrahidrofuran
kompleks soliisyonu (THF-boran) (Sigma Aldrich), Ellman reaktifi (5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma Aldrich) fosfat tamponu ¢6zeltisi (PBS) (Sigma
Aldrich) bulunmaktadir.

Sentezler ve saflastirma/yikama islemlerinde kullanilan ¢oziiciiler ise; aseton

(ISOLAB Chemicals), diklorometan (DKM) (ISOLAB Chemicals), dietil eter
(ISOLAB Chemicals), etanol (ISOLAB Chemicals), metanol (ISOLAB Chemicals),
toluen (Merck), tetrahidrofuran (THF) (Sigma Aldrich), dimetilformamid (DMF)
(Sigma Aldrich), teknik etil asetat (EMBOY) ve teknik hekzan (EMBOY)’dir. Teknik
coziiciiler distilasyon ile saflagtirilarak kullanilmistir. Film kaplama yapilan cam
yiizeylerin modifikasyonunda, hekzadesil trimetoksisilan (HDMS) (ChemCruz) ve
trimetoksisilil propantiyol (TMST) (Sigma Aldrich) kullanilmustir.
Sentezlenen jellerin islevsellestirilmesi ¢alismalarinda  biyotin-amin  (TCI),
streptavidin (Invitrogen), floresan-amin (Sigma Aldrich), 4-
(Trifluoromethyl)benzylamine (TFBA, TCI) kullanilmistir. NMR numunelerinin
hazirlanmasi i¢in d-kloroform (CDClIs, Sigma Aldrich) ve dimetil siilfoksit (DMSO,
Merck) kullanilmistir.

Ince tabaka kromatografisi (ITK) analizi icin ¢dzelti hazirliginda, potasyum
permanganat (KMnOQs, Izmir Teknik Kimya), sodyum hidroksit (NaOH, ISOLAB
Chemicals), potasyum karbonat (K2COs, Sigma Aldrich) kullanilmistir.
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Tablo 4. 1: Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar.

Adi Modeli Bulundugu Yer

Doner Buharlastiric Heidolph Gebze Teknik Universitesi

FTIR Perkin Elmer 100 Gebze Teknik Universitesi

NMR Varian INOVA 500 Gebze Teknik Universitesi
MHz

Taramal1 Elektron Thermo Fisher Scientific | Bogazigi Universitesi

Mikroskobu (SEM)

Liyofilizator Christ ALPHA 1-4 Gebze Teknik Universitesi
Ldplus

UV Isik Kaynag Blak-Ray UV Lamp Gebze Teknik Universitesi
(365nm, 100 watt)

Profilometre Veeco Dektak 8 Gebze Teknik Universitesi
Profilometer

UV-Vis Spektroskopisi | Shimadzu 2101 UV-Vis | Gebze Teknik Universitesi
Spectrophotometer

Floresan Mikroskop Zeiss Observer Z1 Bogazici Universitesi

4.2. Yontem

Sentez asamalarinda tiim reaksiyonlar, kullanilan maddelerin havadaki oksijen
ve nemden etkilenmemeleri amaciyla kuru argon (inert ortam) altinda
gerceklestirilmistir. Sentez ic¢in kullanilan ¢oziiciiler molekiiler elek ile kurutma
yapilarak hazirlanmis ve bu sekilde kullanilmislardir. Hidrojel, NPDMA monomeri ve
PEG-tetratiyol ¢apraz baglayicist kullanilarak Michael katilma reaksiyonu ile
sentezlenmistir. Sentezlenen tiim bilesiklerde iiriin safliginin tayini; ince tabaka
kromatografisi, tH-NMR ve FTIR &lciimleri ile takip edilmistir. Elde edilen hidrojel
tizerinde UV 15181 uygulamasi yapilmis ve hidrojel ¢apraz bag yapisindaki azalma,
SEM analizi ve hidrojelin sisme testi (saf su ile) ile incelenmistir. Son asamada
hidrojele biyomolekiil sabitleme c¢alismalar1 gergeklestirilmis ve floresan mikroskop

ile dogrulanmugtir.
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4.3. Sentez Calismalan

4.3.1. Asetal Korumah BisMPA Sentezi

2,2-dimetoksipropan ve BisMPA’nin tepkimesi ile asetal korumali BisMPA
literatiir Orneginden yararlanarak sentezlenmistir (Ihre vd. 1998). 100 mL’lik
reaksiyon balonu igerisinde argon atmosferi altinda, p-toluensulfonik asit (0.35 g, 1.86
mmol) ve Bis-MPA (5 g, 37.27 mmol) 25 mL kuru-aseton ile ¢6ziilmiistiir. 10 dk argon
akiginda bekletildikten sonra 6.9 mL 2,2-dimetoksipropan (55.91 mmol) yavasca
karisima eklenmis ve oda sicakliginda 2 saat karistirilmistir.  Reaksiyon
tamamlandiktan sonra karisima 0.3 mL trietilamin eklenmis ve ardindan ¢6ziicli doner
buharlastirici ile uzaklagtirllmigtir. Kati madde, 30 mL DKM ile ¢6ziilmiis ve 10 mL
distile su kullanilarak ekstraksiyon yapilmistir. Ayrilan organik faz Na»>SOs ile
kurutulup ¢oziicii uzaklastirilmistir. Hedeflenen tiriin %54 verim ile beyaz toz olarak

elde edilmistir.

4.3.2. Asetal Korumah BisMPA Anhidrid Sentezi

Asetal korumali BisMPA anhidrid sentezi literatiir 6rneginden yararlanilarak
gerceklestirilmistir [Malkoch et al., 2002]. Asetal korumali Bis-MPA (3 g, 0.0172
mmol), 100 mL’lik reaksiyon balonu icerisine alinmis ve argon akisi altinda 5 dakika
bekletilmistir. Benzer sekilde DCC (1.778 g, 0.0086 mmol) de 50 mL’lik reaksiyon
balonuna alinmis ve argon gazi altinda 5 dakika bekletilmistir. Bis-MPA ve DCC
sirastyla 15 mL ve 3 mL kuru-DKM ile ¢6ziilmiistiir. Ardindan ¢oziinen DCC siringa
yardimiyla Bis-MPA bulunan balona aktarilmis ve oda sicakliginda 4 saat
kanigtirilmistir. Elde edilen {iriin sinterlenmis cam filtreye alinmis ve balon igerisindeki
¢oken madde ile solventi ayirmak amaciyla filtre edilmistir. Reaksiyon sirasinda
olusan DCU c¢okeltisi filtrede kalirken reaksiyon tiriinii siizlilmiistiir. Siiziintii fazindan
solvent uzaklastirilmistir. Kalan DCU kalintilarindan kurtulmak igin iirtin 25 mL
soguk etil asetat ile ¢oziiliip tekrar filtre edilmistir. Siiziintii fazindan solvent
uzaklastirilmis ve vakum ile kurutulmustur. Hedeflenen iiriin % 98 verim ile sivi

olarak elde edilmistir.
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4.3.3. Asetal Korumah (PEG-BisMPA Anhidrid) Sentezi

Asetal korumali (PEG-BisMPA anhidrid) sentezi i¢cin PEG600 kullanilarak
gerceklestirilen sentezin yer aldigi doktora tezinden yararlanilmistir [Farbod, 2010].
Polietilen glikol (PEG2000, 2 g), 100 mL’lik reaksiyon balonuna alinmis ve iizerine
40 mL toluen eklenerek azeotropik distilasyon ile kurutulmustur. PEG tlizerine DMAP
(48 mg, 0.4mmol) eklenmis ve argon atmosferi altinda 5 dakika karigtirilmistr.
Karigima piridin (80,5 puL, 1 mmol) eklenmistir. Bis-MPA anhidrid (2) 16 mL kuru-
DKM ile ¢oziilerek siringa yardimiyla PEG bulunan balon igerisine aktarilmistir.
Reaksiyon oda sicakliginda, gece boyunca karigtirilmistir. Reaksiyon tiriini 100 mL
dietil eter igerisine alinmis ve gece boyunca 0 °C’de bekletilmistir. Olusan ¢okelti
sinterlenmis cam filtre yardimi ile ayrilmis ve vakum ile kurutulmustur. Uriin % 94.1

verim ile elde edilmistir.

4.3.4. PEG-tetraol Sentezi

PEG-tetraol (4) sentezi i¢in PEG600 kullanilarak gergeklestirilen sentezin yer
aldig1 doktora tezinden yararlanilmistir [Farbod, 2010]. Uciincii adimda sentezlenen
koruma gruplu (PEG-BisMPA anhidrid) molekiilii (1g, 0.43mmol) 20 mL metanol ile
¢coziilmiistir. Karistma DOWEX (0.029 g) eklenmistir. Reaksiyon 45°C’deki yag
banyosunda 2 saat boyunca karigtirtlmistir. Reaksiyon siiresi tamamlandiktan sonra
solvent doner buharlastirici ile uzaklastirilmistir. Reaksiyon tirlinii, 100 mL dietil eter
igerisinde ¢Oktiiriilmiis ve ardindan ¢okelti sinterlenmis cam filtreye aktarilarak filtre
edilmistir. Filtrede kalan reaksiyon {irlinli cam viallere aktarilarak vakumda

kurutulmustur. Uriin %85.5 verim ile elde edilmistir.

4.3.5. PEG-tetratiyol Sentezi

Nie T. tarafindan PEG-bistiyol sentezi i¢in gosterilen metod PEG-tetratiyol
sentezi i¢in uyarlanmig [Nie at al., 2007] olup ilk kez bu calisma kapsaminda
sentezlenmistir. 1.2 g (0.59mmol) PEG-tetraol 6rnegi, 0.182 g (1.18mmol) DTT ve
0.081g (0.47mmol) p-toluensulfonik asit ile birlikte 70 ml toluen igerisinde
¢ozilmiistiir. Homojen bir karisim elde edildikten sonra karisima 4.1 ml (47.23mmol)

MPA eklenmis ve ardindan reaksiyon balonu, Dean-Stark aparati altinda 90°C’deki
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yag banyosuna alinmis ve 24 saat reaksiyonda birakilmistir. Reaksiyon siiresi
tamamlandiktan sonra toluen, déner buharlastirc1 cihazinda uzaklastirilmistir. Uriin
100 mL dietil eter icerisinde ¢oktiiriilmiis ve sonrasinda filtre edilmistir. Elde edilen
irlinlin saflastirilmas1 amaciyla; tiriin, DKM ile ¢6ziilmiis ve 250 mL’lik reaksiyon
balonuna alinmis ve sonrasinda DKM ¢oziiciisii doner buharlastirict ile
uzaklagtirilmistir. Bu islem ile ¢6ziicliden uzaklastirilan {irlin reaksiyon balonunun
etrafina stvanmistir. Ardindan balon igerisindeki madde yaklasik 20 mL dietil eter ile
yikanmigs ve eter fazi1 dokiilmistiir. Bu sayede {riin igerisindeki safsizliklar
uzaklastirilmistir. Maddenin saflig1 ITK analizi ile kontrol edilmistir ve ITK kagidinda
tek spot goriinene dek ayni islemler tekrar edilmistir. Uriin % 46 verim ile elde
edilmistir. ['"H NMR (500 MHz, CDCls) 8 =4.30 (t, J = 11 Hz, 12H), 4.29 — 4.24 (m, 8 H), 3.78-3.68
(m 182 H) 2.77 — 2.73 (q, 8H), 2.65 (t, J =6.6, 8H), 1.63 (t, J=8, 4H), 1.27 (s, 6H)]

4.3.6. NTPA (Nitrotereftalik asit) Sentezi

NTPA, literatiir 6rneginden yararlanilarak sentezlenmistir (Eckardt, vd. 2019).
250 mL’lik reaksiyon balonu igerisinde, argon atmosferi altinda ve 0°C’de, tereftalik
asit (20 g, 0.12 mol) 55 mL H2SOusile karistirilmustir. Tereftalik asit ¢oziindiikten sonra
karisim 70°C’deki yag banyosuna alinmis ve 16 mL HNOs yavasca karisima
eklenmistir. Reaksiyon karisimi geri sogutucu altinda 1 saat boyunca 70°C’de
karistirilmis ve ardindan sicaklik 90 °C’ye ¢ikarilarak karisim 5 saat boyunca
reaksiyonda birakilmigtir. Reaksiyon sonunda olusan iiriin sinterlenmis cam filtreye
alinarak filtre edilmistir. Filtrede kalan kat1 faz 5 kez distile su ile ve ardindan 100 mL
sicak etanol (70 °C) ile yikanarak tekrar filtre edilmistir. (Bu asamada tereftalik asit
etanolde c¢oziinmezken reaksiyon {riinli olan nitrotereftalik asit etanolde
¢Oziinmektedir.) Siiziintii faz1 NaxSOs ile kurutulmus ve solvent uzaklastirilmistir.
Uriin % 42 verim ile elde edilmistir. [*H NMR (DMSO-d6): & = 8.39 (d, 1H, J = 1.7 Hz), 8.29
(dd, 1H, J = 8 Hz; 1.5 Hz), 7.96 (d, 1H, J = 8 Hz)]

4.3.7. NPDM [(2-Nitro-1,4-fenilen)dimetanol] Sentezi

NPDM bilesigi literatiir 6rneginden yararlanilarak sentezlenmistir (Eckardt, vd.
2019). NTPA (1.175 g, 5.5 mmol), argon atmosferi altinda kuru THF ile ¢6ziilmiistiir.
Karisim 0°C’ye sogutularak 25 mL (1M) THF-boran yavasca karisima eklenmistir.
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THF-boran ilavesinin ardindan karistim 1 saat boyunca oda sicakliginda
karigtirilmistir. Sonrasinda reaksiyon karisimi 50°C’deki yag banyosuna alinmis ve 18
saat boyunca reaksiyonda birakilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra solvent
uzaklastirilmis ve ardindan 200 mL etilasetat ve 20 mL distile su ile ekstraksiyon
yapilmistir. Ayrilan organik faz Na,SOys ile kurutulmus ve solvent uzaklastirilmistir.

Uriin agik sari toz halinde % 90.1 verim ile elde edilmistir. ['*H NMR (DMSO-d6) 5 = 7.98
(s, 1H), 7.78 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.60 (d, J = 5.7 Hz,
2H)]

4.3.8. NPDMA [(2-Nitro-1,4-fenilen)diakrilat] Sentezi

NPDMA sentezi literatiirde yer alan ¢alismaya gore gerceklestirilmistir
(Eckardt, vd. 2019). Buna gore, 1 g (5 mmol) NPDM, 4 mL (26.5 mmol) TEA ile
birlikte 40 mL kuru THF iginde ¢Oziilmistir. Karistim buz banyosu iginde
sogutulduktan sonra 1.4 mL (16 mmol) akriloil kloriir yavasca eklenmistir. Sonrasinda
karisim oda sicakligima getirilmis ve 24 saat boyunca, karanlikta reaksiyonda
birakilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda solvent uzaklastirilmis ve kolon
kromatografisi ile (etil asetat /hekzan = 1:4) saflastirilmistir. Sar1 sivi goriiniimdeki
tiriin %43 verim ile elde edilmistir. [IH NMR (DMSO-d6): 6 =8.16 (s, 1H), 7.83 (d, I =8 Hz, 1
H), 7.73 (d, J = 8 Hz, 1 H), 6.41 (m, 2H), 6.27 (m, 2H), 6.03 (m, 2H), 5.51 (s, 2H), 5.31 (s, 2H)]

4.3.9. Hidrojel Sentezi

50 mg PEGTT oOrnegi 1.5 mL’lik viale alinmis ve 50 uL DMF igerisinde
homojen bir karisim elde edilene kadar karistirilmistir. Karisima 12 mg NPDMA
monomeri eklenmis ve tekrar karigtirllmistir. TEA stok soliisyonii olarak hazirlanan
karisimdan (1 mL DMF + 114.96 uLL TEA) 10 pL alinarak jel karisimina eklenmis ve
karisim 1 giin boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen hidrojel, DMF (20
mL) ve THF (20 mL) ile yikanmig ve vakum altinda kurutulmistur. Hidrojel %76.9

verim ile elde edilmistir.
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4.3.9.1. Hidrojellerin UV Isik ile Aktiflestirilmesi

Sentezlenen hidrojel 365 nm dalgaboyundaki ultraviyole 151k (100 watt) altinda
14 cm mesafede belirlenen siirelerde (5 dk-90 dk) bekletilmis, sonrasinda DMF ve
THF ile yitkanmustir.

4.3.9.2. Hidrojelin Sisme Kapasitesinin incelenmesi

Hidrojelin sisme kapasitesinin zamanla degisimi, oda sicaklifinda 120 dk siire
ile incelenmistir. Kuru haldeki hidrojellerin ilk tartimlar alindiktan sonra 50 mL distile
su iceren behere alinmustir. Belirli zaman araliklarinda distile su igerisinden alinan
hidrojellerin yiizeyleri bir kagit lizerinde hafifce kurutularak tartimlari alinmis ve
tekrar distile su igerisine birakilmistir. Ayn1 isleme hidrojeller denge sisme seviyesine
ulasana kadar devam edilmistir. Hidrojellerin kiitlelerindeki degisimler kaydedilmis

ve ylizde sisme degerleri hesaplanmustir.

4.3.9.3 Hidrojele Molekiil/Biyomolekiil Baglanmasi

4.3.9.3.1. Hidrojellere Amin Iceren Molekiillerin Baglanmasi

Amin iceren model molekiil olarak ¢alismada TFBA kullanilmistir. 40 pL. THF
ve 1.5 pL TFBA eppendorf tiip igerisine alinmis ve bu karisima daha nce UV altinda
90 dk boyunca bekletilmis olan 4.6 mg jel parcasi eklenmistir. Hazirlanan karisim
reaksiyonun gergeklesmesi i¢in oda sicakliginda bir gece boyunca bekletilmistir.
Kontrol grubu olarak, UV 15181 uygulanmamus jel pargasi ayni oranlarda TFBA ve THF
karisimi ile karigtirilmig ve benzer kosullarda reaksiyonda birakilmistir. Reaksiyon
siiresi sonunda jeller, THF ile yikanmis ve vakumda kurutulmustur. TFBA
molekiiliiniin hidrojele baglanma durumu, FTIR ile kimyasal yap1 analizi yapilarak

kontrol edilmistir.

4.3.9.3.2. Hidrojellere Biyotin ve Streptavidin Sabitlenmesi

Sentezlenen hidrojel, ince bir tabaka seklinde kesilmis (5.6 mg) ve 365 nm
dalgaboyundaki ultraviyole 151k altinda 90 dk boyunca bekletilmistir. Kontrol grubu

olarak ise UV 1s18ina maruz kalmamis jel (7.7 mg) kullanilmistir. Kontrol ve deney
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grubu olarak kullanilacak jellerin kiitlelerine karsilik gelen solvent ve biyotin-amin
miktar1 i¢in oranti hesaplamasi yapilmig ve buna bagh olarak 66.7 puL kuru-DMF
igerisine 3.32 mg biyotin-amin eklenerek ana stok karigimi hazirlanmistir. Bu
karisimdan 38.9 pL alinarak kontrol grubundaki (UV 15181 uygulanmamis) jel {izerine
ve karigimda kalan 27.8 pL ise UV 1s1gma maruz birakilan jel {izerine eklenmistir.
Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in karisimlar gece boyunca oda sicakliginda
birakilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda jel 6rnekleri DMF (20 mL) ile yikanmustir.
Biyotinlenmis jeller lizerine streptavidin sabitlenmesi i¢in; PBS ile 5 kat
seyreltilmis floresan etiketli streptavidin ¢ozeltisinden 84 pL alinarak kontrol grubu
ornegi (UV’ye maruz birakilmamis ancak biyotin iginde bekletilmis olan jel) lizerine,
60 uL ise UV’ye maruz birakildiktan sonra biyotin iginde bekletilmis jel 6rnegi lizerine
eklenmis ve 30 dakika boyunca karanlik ortamda bekletilmistir. Reaksiyon stiresi
sonunda jel drnekleri PBS (20 mL) ve distile su (20 mL) ile tiger kez yikanmig ve

vakumda kurutulmustur.

4.3.10. Cam Yiizey Uzerinde Hidrojel Film Hazirlanmasi

Hidrojel film kaplamalar, tiyol ile modifiye edilmis cam yiizeyler {lizerinde
hazirlanmistir. Bunun i¢in; 5.5 g NaOH, 200 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. 15
adet (25x25 mm) cam lamel bu c¢ozelti i¢inde gece boyunca bekletilerek
temizlenmistir. Ardindan cam yiizeyler distile su ve aseton ile yitkanmig ve 80 °C’deki
etivde kurutulmuslardir. 100 mL’lik dibidiz cam balonda 0.8 mL
(Trimetoksisilil)propantiyol 80 mL toluen ile ¢ozlilmiistiir. Cam yiizeyler hazirlanan
karisim igerisinde gece boyunca bekletilmistir. Yiizeyler, toluen ve metanol ile yikanip
argon gazi altinda kurutulmuslardir. Benzer sekilde 15 adet (18x18 mm) lamel de
NaOH cozeltisi icerisinde temizlendikten sonra 20 mL toluen ve 0.4 mL hekzadesil
trimetoksisilan karigiminda gece boyunca bekletilmistir. Ardindan yiizeyler toluen ve
metanol ile yikanip argon gazi altinda kurutulmuslardir.

50 mg PEGTT 6rnegi eppendorf tiipe alinmis ve 50 uL. DMF igerisinde homojen
bir karisim elde edilene kadar sonikatorde karistirilmistir. Karisima 12 mg NPDMA
monomeri eklenmis ve tekrar karistirllmistir. TEA stok soliisyonu olarak hazirlanan
karisimdan (1 mL DMF + 114.96 uL TEA) 10 puL alinarak eppendorf tiipe eklenmistir.
TEA ilavesinden sonra jel karisiminin renginin pembelestigi gézlenmistir. Jel

karisgtmindan 20 plL alinarak daha Once hazirlanan tiyol kapli cam yiizeye
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damlatilmistir. Ardindan cam yiizey hidrofobik lamel ile kapatilmistir. Jellesmenin
gerceklesmesi icin yilizey gece boyunca karanlik ortamda, oda sicakliginda
birakilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda cam yiizey tizerindeki lamel alinmis ve elde

edilen jel kaplama DMF ile yikandiktan sonra argon gazi ile kurutulmustur.

4.3.10.1. Hidrojel Filmlere Amin Iceren Molekiillerin Baglanmasi

Hazirlanan (18x18 mm) hidrojel film yiizeyinin yarisi aliminyum folyo ile
kapatilarak 90 dakika boyunca 365 nm dalga boyunda UV 15181 uygulanmistir.
TFBA’nin DMF igindeki ¢ozeltisi (5 plL:200 pL) mikrosiringa yardimi ile yiizey
lizerine damlatilmigtir. Molekiiliin baglanmasinin gergeklesmesi i¢in hazirlanan
karisim gece boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir. Reaksiyon siiresi

sonunda jel ylizeyi DMF ile yikanmis ve argon gazi altinda kurutulmustur.

4.3.10.2. Hidrojel Film Yiizeyinde Fotomaske ile Mikrokuyular
Olusturulmasi

Fotomaskeler hidrojel filmlerin iizerine yerlestirilerek 5, 15, 30, 45, 60 ve 90
dakika siirelerinde 14 cm mesafeden UV 1s181na maruz birakilmistir. Islem sonrasinda

yiizeyler THF ile yikanmis ve vakum altinda kurutulmustur.

4.3.10.3. Mikrokuyulara Floresan-amin Baglanmasi

2 mg floresan-amin 2.4 mL DMF ile ¢ozilmiistiir. 15 dakika UV uygulanan jel
yiizeyler floresan-amin karisiminin bulundugu beher icerisine yerlestirilmistir.
Reaksiyonun gerceklesmesi ic¢in jel yilizeyler gece boyunca oda sicakliginda ve
karanlikta birakilmiglardir. Reaksiyon siiresinin sonunda jel ylizeyleri DMF (20mL)

ile yitkanmis ve argon gazi altinda kurutulmuslardir.

4.3.10.4. Mikrokuyulara Streptavidin Sabitlenmesi

Bir vial igerisinde 130 pLL DMF ile 6.5 mg biyotin-amin karistirilmigtir. Bu
karisimdan 30 pL alinmis ve yiizeyinde mikrokuyular olusturulmus olan hidrojel
yiizeylerin lizerine damlatilmistir. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in jel yilizeyleri, gece

boyunca oda sicakliginda birakilmis, sonrasinda DMF ile yikanmustir.
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PBS ile bes kat seyreltilmis floresan etiketli streptavidin ¢ozeltisinden 10 pL.
almmis ve her bir jel ylizeyi lizerine eklenmis, ardindan yiizeyler bir lamel ile
kapatilmigtir. Hazirlanan jel yiizeyleri 30 dakika boyunca karanlik bir ortamda
bekletilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda jel yiizeyleri PBS (20 mL) ve distile su (20

mL) ile iiger kez yikanmis ve vakumda kurutulmustur.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. Asetal Korumali BisMPA Sentezi

2,2-dimetoksipropan ve BisMPA’nin tepkimesi sonunda asetal korumali Bis-
MPA sentezi gergeklestirilmis (Sekil 5.1), FTIR ve 'H-NMR analizleri ile molekiiliin
kimyasal karakterizasyonu yapilmistir. FTIR ve *H-NMR spektrumlari Sekil 5.2 ve
Sekil 5.3 de gosterilmistir. FTIR da 3500 cm™ civarinda hidroksil piki goriilmeyisi ile
birlikte 2995 cm™’deki alifatik gerilmeleri ve 1721 cm™ de karboksilik asite ait C=O
gerilmesi asetal korumal1 Bis-MPA yapisin1 desteklemektedir. tHNMR spektrumu da

benzer sekilde literatiir ile uyumlu olup beklenen yapiy1 desteklemektedir [Ihre vd.
1998].

O
i (0] OH
p-TsOH
HO OH —_— =
\\c):><ic>/’ + l/\i:rfjl\ \\\#\()

Susuz aseton
HO 25°C,2s

2,2-dimetoksipropan  Bis-MPA Asetal Korumali Bis-MPA

Sekil 5. 1: Asetal korumali1 Bis-MPA sentezi.
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Sekil 5. 2: Asetal korumal1 Bis-MPA molekiiliine ait FTIR spektrumu.
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acetone

Sekil 5. 3:Asetal korumali Bis-MPA molekiiliine ait *H-NMR spektrumu.

5.2. Asetal Korumali Bis-MPA Anhidrid Sentezi

Bis-MPA anhidrid bilesigi, asetal korumali Bis-MPA ve N,N'-
Disiklohekzilkarbodiimid kullanilarak oda sicakliginda gerceklesen tepkime
sonucunda elde edilmistir (Sekil 5.4). FTIR ve H-NMR analizleri ile bilesigin
kimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Sekil 5.5’de gosterilen FTIR spektrumunda,
1814 cm™ de simetrik faz i¢i C=O gerilmesi, 1748 cm™’de asimetrik faz dis1 C=0O
gerilmesi ve 1008 cm™’de C-O gerilmesi beklenen yapiyr desteklemektedir. Sekil
5.6’da ise tH-NMR spektrumu goriilmektedir ve beklendigi gibi §=4.19 ppm, 3.7 ppm,
1.45 ppm, 1.4 ppm ve 1.25 ppm bolgelerinde goriilen pikler molekiil yapist ile

uyumludur.
N=C=N
o O O 2 %
o OH - 0 © Q
Susuz DKM, \’\ ﬂ/
\‘\o 25°C, 4's © ©
Asetal korumali Bis-MPA Bis-MPA Anhidrid

Sekil 5. 4: Bis-MPA Anhidrid sentezi.
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Sekil 5. 5: Bis-MPA Anhidrid’e ait FTIR spektrumu.
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Sekil 5. 6: Bis-MPA Anhidrid’e ait *H-NMR spektrumu.
5.3. Asetal Korumah (PEG-BisMPA Anhidrid) Sentezi

Polietilen glikol (PEG2000)’tin Bis-MPA anhidrid ile oda sicakliginda ve 18 saat
stirede gerceklesen reaksiyonu sonunda asetal korumali (PEG-BisMPA anhidrid)
bilesigi elde edilmistir (Sekil 5.7). Sekil 5.8 ve 5.9’da spektrumlari gosterilen FTIR ve
'H-NMR analizleri ile yap: karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 5.8deki FTIR
spektrumunda 1734 cm™’de estere ait C=0O gerilmesi ile Sekil 5.9’daki H-NMR
spektrumunda ise asetal ile korunmus BisMPA’ya ait ve PEG’e ait protonlarin varligt
ile baglanma sonucu olusan esterin komsulugundaki karbona ait protonlarin varlig

hedeflenen sentezin gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 5. 7: Asetal korumali (PEG-BisMPA Anhidrid) sentezi.

Gegirgenlik (%)
2

4000 3800 3600 3400

3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Dalgaboyu cm?

800 600

Sekil 5. 8: Asetal korumali (PEG-BisMPA Anhidrid)’e ait FTIR spektrumu.
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Sekil 5. 9: Asetal korumali (PEG-BisMPA Anhidrid)’e ait tH-NMR spektrumu.

5.4. PEG-tetraol Sentezi

Asetal korumali (PEG-BisMPA Anhidrid) bilesiginin Dowex ile ve metanol

varliginda, 45°C’de gergeklesen reaksiyonu sonunda PEG-tetraol sentezlenmistir
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(Sekil 5.10). FTIR ve H-NMR analizleri ile yapmin kimyasal karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Sekil 5.11°deki FTIR spektrumunda 3500 cm™’de goriilen OH
gerilme titresimleri ve Sekil 5.12°de gosterilen *H-NMR analizinde asetal gruplarinda

bulunan protonlara ait piklerin (Sekil 5.9°daki e ve e”) kaybolmasi, hedeflenen yapiya

ulagildigin1 gostermektedir.

o] o}

(o] (o]
Dowex
o 0™~ A%~ o 0 —————"™ Ho 0™~ A%~o OH
ﬁ\ n * Metanol, 45°C, 2 s n
o

o HO OH

Asetal Korumali (PEG-BisMPA Anhidrid)

PEG-tetraol

Sekil 5. 10: PEG-tetraol sentezi.
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Sekil 5. 11: PEG-tetraol’e ait FTIR spektrumu.
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Sekil 5. 12: PEG-tetraol’e ait *H-NMR spektrumu.
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5.5. PEG-tetratiyol Sentezi

PEG-tetratiyol, 3-merkaptopropiyonik asit ve PEG-tetraol’iin 90°C’deki yag
banyosunda 24 saat siire ile ger¢eklesen tekimesi sonunda elde edilmistir (Sekil 5.13).
FTIR, 'H-NMR ve Ellman metodu analizleri ile yapmm karakterizasyonu
gergeklestirilmistir. Sekil 5.14’deki FTIR spektrumunda 2550 cm™ bolgesinde
beklenen karakteristik tiyol pikinin varlig: ile birlikte 3500 cm™’de PEG-tetraol’den
gelen -OH pikinin kayboldugu goézlenmistir. Sekil 5.15°de yer alan H-NMR
spektrumunda ise 0=2.5’te beklenen SH-CH,-CH,-C=0O ve 6=1.6’da beklenen SH

piklerinin varlig1 sentezin gergeklestirildigini dogrulamaktadir.

HS

HO \Kf
)
HO o
o

© HS/\)I\OH
1

o
p TsOH, DTT

o
HSWO o
0 o1
%
o

o,/ Toluen, 90 °C, 24 s
/ﬁ\“
(e]
o ? 2
OH
O?’\f\o/ik/\s
OH 3
(@]
(o]
PEG-tetraol

SH

PEG-tetratiyol

Sekil 5. 13: PEG-tetratiyol sentezi.
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Sekil 5. 14: PEG-tetratiyol’e ait FTIR spektrumu.
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Sekil 5. 15: PEG-tetratiyol'e ait *H-NMR spektrumu.

Sekil 5.16’da Ellman’s analizine ait grafikte, 412 nm dalgaboyuna karsilik gelen

adsorbans degerinin 0.985 noktasinda oldugu gorilmektedir. Literatiirden alinan

formiil kullanilarak tiyol gruplarinin konsantrasyonu hesaplanmis ve Sentezlenen

tirinde mol basina 3.9 mol SH grubu bulundugu hesaplanmistir [Encapsula

NanoScience, Ellman’s Essay Protocol].

A Absorbans

C: Spektrofotometrik
kitvetteki gozelti
konsantrasyonn (M)

0985 x 107

1xC

cuvette

=7.16x10" M PEGTT

12
= dé\
= " euvette
So08
£
a
2% 14150 =
< (0
° - - e © o d P b €. =695x10" M
g &8 8 3§ §8 8 3 8 8 8§ .
Dalga Boyu (nm) teorkISHD

iy

Sekil 5. 16: PEG-tetratiyol yapisindaki tiyol gruplarinin konsantrasyonunu ifade eden

adsorbans-dalga boyu grafigi ve 1 mol PEGTT ye karsilik gelen tiyol grubu

miktarin1 ifade eden formiil.
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5.6. NTPA Sentezi

Literatiir 6rnedi referans alinarak tereftalik asit, siilfiirik asit ve nitrik asit
kullanilarak ger¢eklesen tepkime sonunda nitrotereftalik asit elde edilmistir (Sekil
5.17) [Eckardt et al., 2019]. Nitrotereftalik asit sentezinin ardindan FTIR ve *H-NMR
analizleri ile yap1 karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Sekil 5.18’deki NTPA’ya ait
FTIR spektrumunun baslangi¢c maddesi olan ftalik asit ile kiyaslamasinda nitro grubu
icin karakteristik olan asimetrik gerilme ve simetrik gerilme pikleri sirasiyla 1537 cm”
1 ve 1355 cm? bélgelerinde izlenmistir. *H-NMR spektrumunda 7.96-8.44 ppm
araliginda {i¢ pik goriilmesi mononitrotereftalik asit yapisin1 desteklemektedir. Olasi
dinitroftalik asit yapis1 8.02 ppm civarinda bir singlet vermektedir [Ghaemy et al.,
2009]. Bu pikin gozlenmemesi mononitrotereftalik yapisinin saf olarak elde

edilebildigini dogrulamaktadir.

HO__O HO_ O
HNO;
H,SO4 I
70°C-90°C, 5 s
NO,
O OH (o] OH
Tereftalik Asit Nitrotereftalik Asit

Sekil 5. 17: NTPA sentezi.
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Sekil 5. 18: Tereftalik asite (a) ve NTPA molekiiliine (b) ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 5. 19: NTPA molekiiliine ait *H-NMR spektrumu.

5.7. NPDM Sentezi

Literatiir 6rneginden yararlanarak [Eckardt et al., 2019], NTPA ve THF-boran
varhiginda 50°C’deki yag banyosunda 18 saat siire ile gerceklesen reaksiyon sonunda
NPDM sentezlenmis (Sekil 5.20), FTIR ve H-NMR ile yap1 karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. FTIR spektrumunda 1704 cm™’deki karboksilik asit grubuna ait
pikin kaybolmas1 ve 3300 cm™’de -OH gerilmesine ait pikin belirmesi hedeflenen
yapiy1 desteklemektedir (Sekil 5.21). *H-NMR analizinde ise aromatik protonlara ek
olarak hidroksil komsulugundaki karbona bagli hidrojenlerin belirmesi iiriiniin elde

edildigini gostermektedir (Sekil 5.22).

HO.__.O HO
BH3-THF
NO, Susuz THF NO,
o OH 50°C, 18 s OH
NTPA (Nitrotereftalik asit) NPDM ((2-Nitro-1,4-fenilen)dimetanol)

Sekil 5. 20: NPDM sentezi.
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Sekil 5. 21: NPDM molekiiliine ait FTIR spektrumu.
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Sekil 5. 22: NPDM molekiiliine ait *H-NMR spektrumu.

5.8. NPDMA Sentezi

Bir onceki adimda sentezlenen NPDM molekiiliiniin, TEA ve akriloil kloriir
varliginda oda sicakliginda ve 24 saat siirede gerceklesen reaksiyonu sonucunda
NPDMA elde edilmistir [Eckardt et al., 2019]. NPDMA sentezinin ardindan FTIR ve
'H-NMR analizleri ile yap1 karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 5.24’de yer
alan FTIR spektrumunda 1727 cm™’de ester gruplarna ait C=0 gerilmesi ve 1606-
1616, 1405 ve 810 cm™’de sirasiyla CH,=CH-R gerilme, CH,=CH-R makaslama,
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CH,=C-H diizlem dis1 egilme titresimleri beklenen yapiy1 desteklemektedir. tH-NMR
spektrumunda aromatik piklerin yani sira akrilat grubuna ait pikler de gézlenmektedir.

Literattirdeki 6rnek ile uyumludur [Eckardt et al.,2019].

“Y°
HO 0 0
s A
TEA
NO»>
Susuz THF
OH 25°C, 24's 0
NPDM ((2-Nitro-1,4-fenilen )dimetanol)
NPDMA ((2-Nitro-1.4-fenilen)diakrilat)

Sekil 5. 23: NPDMA sentezi.
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Sekil 5. 24: NPDMA molekiiliine ait FTIR spektrumu.
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Sekil 5. 25: NPDMA molekiiliine ait *H-NMR spektrumu.
5.9. Hidrojel Sentezi

5.9.1. Kalip Jel Sentezi

Sentezlenen PEGTT ve NPDMA kullanilarak, TEA varliginda gerceklesen
reaksiyon sonunda jel elde edilmistir (Sekil 5.26a). 50 mg PEGTT 06rnegi bir viale
alinmis ve 50 uL. DMF igerisinde ¢6ziilmiistlir. Karisima NPDMA eklenmis ve tekrar
karistirtlmistir.  TEA ilavesinden sonra jel karisimmnin renginin pembelestigi
gorilmistiir. Jellesmenin gerceklesmesi i¢in karisim gece boyunca oda sicakliginda
ve karanhikta birakilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda olusan hidrojelin renginin
pembeden sartya dondiigii goriilmiistiir. Elde edilen hidrojel DMF ve THF ile
yikanarak ¢oziiniir fraksiyondan uzaklastirilmis ve vakumda kurutulmustur. Jellesme
verimi %76.9 olarak hesaplanmistir. Jel sentezi rutin olarak eppendorf tiiplerin
kapaginda gerceklestirilmis olup, gorsel amagh 1.5 mL’lik cam vial iginde

gerceklestirilen jel sentezine ait goriintiiler Sekil 5.26°daki gibidir.

46



O,
~0
a) HS 4 o NO,
I _0 I -s 4
)¢ o §
HS 0. \ (o}
; y o
) )
| 0.
o
: ‘ ‘ TEA, DMF
+

o, >

¢ N 25°C, 18
0 o o

J I
o o SH o J
o
N o NPDMA
- Hidrojel

b) c)

™
> s" s -

Sekil 5. 26: Jel sentezine ait sematik gorsel (a), jellesme dncesi (b) ve sonrasina (c)
ait gorseller.

Hidrojeller 365 nm dalgaboyundaki ultraviyole 151k altinda 5, 15, 30, 45, 60, 90
dakika stireleri boyunca bekletilmistir. UV 15181 uygulamasi ile birlikte jelin renginin
koyu sartya dondiigli ve fiziksel olarak yapisinda yumusama gergeklestigi
gozlenmistir. Isik etkisi ile o-nitrobenzil gruplarinin nitrosobenzaldehit grubuna
kimyasal doniisiimii, FTIR spektrumundaki NO2‘ye ait gerilme piklerinin azalisi takip
edilerek dogrulanmistir. 1536 cm™’deki NO, grubuna ait olan pikin, UV 1s18a maruz

kalma siiresinin artigiyla birlikte kiiclilme gostermesi 151k etkisiyle gergeklesen

dontigiimii desteklemektedir (Sekil 5.27).
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Sekil 5. 27: a) UV 151k etkisi ile jel yapisinda meydana gelen kimyasal doniisiim b)
Farkli siirelerde UV 15182 maruz kalan jellere ait FTIR spektrumu.

UV 1s18a maruz kalan jelde, jelin yapisinda bulunan o-nitrobenzil gruplarinin
151k etkisi ile nitrosobenzaldehide doniismeleri suretiyle ¢apraz baglarda kismi olarak
par¢alanma meydana gelmesi beklenmektedir. Jelde goriilen yumusama da bu kismi
parcalanmanin bir sonucudur. Jel yapisindaki ¢apraz baglanmanin azalmasi SEM
analizi yapilarak dogrulanmistir. Sekil 5.28’deki SEM goriintiilerinde agikca
goriilebilecegi gibi UV 1518a maruz kalmayan kalip jelin yapisindaki ¢apraz baglanma

miktar1 UV 15182 maruz birakilan jele gore daha fazladir.
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Sekil 5. 28: (a) UV 1s1k uygulanmayan jel ve (b) 90dk UV 1s1ga maruz birakilan jele
ait SEM goriintiileri.

Hidrojellerin sahip oldugu karakteristik 6zelliklerden biri yapilarinda suyu
tutabilme kapasiteleridir. Bu &zellikleri igerdikleri yogun ¢apraz baglar sayesinde
gerceklesmektedir. Capraz baglar, su molekiillerini yapilarina hapsederek jelin
sismesine neden olmaktadirlar. UV 15181 uygulamasi sonucunda ¢apraz baglarda kismi
azalma s6z konusu oldugunda ise jelin, ilk haline gore daha fazla miktarda su
tutabilmesi beklenmektedir. Bu durum, jel igerisindeki baglarin azalmasiyla su
molekiillerine daha fazla yer acildigi ve jelin daha fazla miktarda suyu yapisina
alabilecegi seklinde agiklanabilir.

Hidrojelin sisme kapasitesinin zamanla degisimi, oda sicakliginda 120 dk stire
ile incelenmistir. Kuru haldeki hidrojellerin ilk tartimlari (wo) alindiktan sonra jeller
50 mL distile su igeren behere alinmustir. Belirli zaman araliklarinda distile su
icerisinden alinan hidrojeller, yiizeylerindeki suyun fazlasi bir kagit iizerinde
alindiktan sonra tartilmis (W) ve tekrar distile su igerisine birakilmigtir. Ayni isleme
hidrojeller denge sisme seviyesine ulasana kadar devam edilmistir. Hidrojellerin
kiitlelerindeki degisimler kaydedilmis ve Sekil 5.29°daki esitlik kullanilarak
hidrojellerin yiizde sisme degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan yilizde sisme degerleri
ile Sekil 5.29°daki grafik olusturulmustur. Grafik verilerine gére 90 dk UV 15181
uygulanan hidrojelin, UV 15181 uygulanmayan hidrojele gore yapisinda daha fazla
miktarda su tutabildigi dogrulanmistir. UV uygulanmamus jele ait dengedeki su tutma
kapasitesi %176 iken, 90 dk UV uygulamasinin sonunda su tutma kapasitesinin %
221’e yiikselmis olmast jellerdeki kismi parcalanmanin  gerceklestigini

desteklemektedir.
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Sekil 5. 29: Hidrojelin yiizde sisme degeri esitligi ve 90 dakika UV 1518a maruz kalan
hidrojele ait su tutma kapasitesi-zaman grafigi.

5.9.2. Kalip Jellerin Fonksiyonellestirilmesi

Isik etkisi ile gerceklesen o-nitrobenzil grubunun nitrosobenzaldehite
doniistimii, capraz baglart kismi olarak par¢alamanin diginda hidrojele amin-reaktiflik
ozelligi de kazandirmaktadir. Burada, hidrojel yapisinda olusan nitrosobenzaldehit
grubunun, aldehit-amin etkilesimi iizerinden gergeklesecek olan reaksiyon ile amin
grubu tastyan ilgili molekiilleri jel yapisina baglayabilmek i¢in kullanilabilirligi
aragtirtlmistir. Jelin amin gruplarina karsi reaktivitesinin dogrulanmasi amactyla amin
grubu icere model molekiil olarak TFBA molekiiliiniin jele baglanmasi
gergeklestirilmis ve baglanma FTIR analizi ile dogrulanmistir. Sekil 5.30’da, 90
dakika UV uygulanmis olan jel ve UV uygulanmamis jelin TFBA ¢ozeltisinde
bekletilip yikanmasimin ve kurutulmasmin ardindan aliman FTIR spektrumlari
gosterilmektedir. UV uygulanmis jele ait spektrumdaki 1326 cm™ bolgesindeki C-F
gerilmesinin siddetinin, UV uygulanmamus jel ile karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek
gbzlenmis olmasi molekiillin UV uygulamasindan sonra jele baglandiginm

gostermektedir.
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Sekil 5.30: a) 90dk UV 15181 uygulanan hidrojele TFBA baglanmasi b) TFBA
baglamaya ait FTIR spektrumu.

Hidrojelin amin gruplarina kars1 reaktivitesi, TFBA molekiiliine ek olarak
biyotin amin ligand1 ve sonrasinda bu liganda yiiksek afinitesi olan streptavidin
sabitlenmesi ile de dogrulanmistir. 90 dk UV 1s18a maruz kalmis jel ve kontrol grubu
olarak UV 15181 uygulanmamis olan jel, amin grubu tasiyan biyotinamin-streptavidin
kompleksi ile konjuge edilmis ve baglanmanin gerceklesmis oldugu floresan
mikroskop ile dogrulanmistir. Biyomolekiil sabitlemesi i¢in kullanilan biyotin
molekiilii streptavidinin malzemelere baglanmasia aracilik eden bir molekiildiir.
Streptavidin, biyotine kars1 yiiksek afinite gdstermektedir. Bu sayede streptavidin
ancak biyotin varliginda ylizeye sabitlenebilecektir. Biyotin-amin molekiilii, tasidig
amin fonksiyonalitesi sayesinde aldehit gruplari igeren reaktif hidrojele baglanmistir.
Ardindan floresan etiketli streptavidin molekiilii de biyotin molekiiliine baglanarak
hidrojel yiizeyine sabitlenmistir. Sekil 5.31°de yer alan floresan mikroskop goriintiisii
incelendiginde, UV uygulanan hidrojel goriintiisiinde streptavidinin baglandigini ifade

eden floresan renk goriiliirken kontrol grubunda floresan renk goriilmemektedir.
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Sekil 5.31: Biyotin-streptavidin immobilizasyonu ve UV uygulanan hidrojele (a) ve
kontrol grubuna (b) ait floresan mikroskop goriintiileri.

5.9.3. Hidrojel Filmlerin Hazirlanmasi

Hidrojellerin sentezlenebildigi ve 151k ile etkilesim sonucunda reaktif 6zellik
kazanabildigi kalip jeller iizerinde incelendikten sonra hidrojeller cam yiizeyler
tizerinde film olarak da hazirlanmistir. 50 mg PEGTT 6rnegi eppendorf tiipe alinmis
ve 50 uL DMF ile ¢oziilmiistiir. Karisima 12 mg NPDMA monomeri eklenmis ve
tekrar karigtirllmistir. Son olarak karigima TEA stok soliisyonundan (1 mL DMF +
114.96 pL TEA) 10uL eklenmistir. Elde edilen jel karisimindan 20 pL alinarak tiyol
kapli cam lamel iizerine damlatilmistir. Ardindan jel karisiminin {izerine hidrofobik
lamel yerlestirilmistir. Bu sekilde jellesme cam ylizey lizerinde, oda sicakliginda
karanlik bir ortamda gergeklestirilmistir (Sekil 5.32-a). Cam {izerinde hidrojel filmler
seffaf olarak elde edilmistir (Sekil 5.32-b). Hidrojel yiizeyi aliiminyum folyo ile

kismen kapatilip bir kism1 UV 1518a maruz birakildigunda, 1s1k ile etkilesen kismin sar1
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renk aldig1 gozlenmistir (Sekil 5.32-c). Hidrojel kaplamalarin kalinlig: ise elektron
mikroskop incelemesinde 27 mikrometre olarak goriintiilenmistir (Sekil 5.32-d).

a)

PEGTT, NPDMA
_—
TEA, DMF

( —
Hidrofobik lamel ile
kaplanmig cam ylzey

c) ™

= ¢

Sekil 5.32: a) Hidrojel film sentezinin sematik gosterimi b) Cam yiizey tlizerindeki jel
kaplamanin fotografi c) reaksiyon sonrasinda bir kismina UV 15181 uygulanan (sar1
bolge) jel kaplamanin fotografi. d) Jel kaplamanin kalinligin1 gosteren SEM
goruntust.

Elde edilen jel kaplamalar, 5, 15, 30, 45, 60, 90 dakika siireleri boyunca UV 1s518a
(365nm, 100 watt) maruz birakilmiglardir. UV 15181 uygulamasi ile birlikte jelin
renginin koyu sariya dondiigi goriilmiistiir (Sekil 5.32.c). Ayni zamanda UV 15181
etkisi ile hidrojel yapisindaki O-nitrobenzil gruplarinin nitrosobenzaldehite
dontigimleri FTIR spektrumundaki NO:z piklerinin azalis1 takip edilerek

dogrulanmistir (Sekil 5.33). 1536 cm™’deki NO2 grubuna ait olan gerilme piki, UV

151ga maruz kalma siiresinin artigiyla birlikte kiigiilme gdstermektedir.
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Sekil 5.33: a) Hidrojel ylizeyine UV 15181 uygulamasi b) NO2 doniistimiinii gosteren
FTIR spektrumu.

Hidrojel yapisindaki o-nitrobenzil gruplarinin kimyasal doniisiimii ile jel, amin
gruplarina karsi reaktivite kazanmaktadir. Jel yapisinda bulunan aldehit gruplarn
sayesinde amin gruplari tasiyan molekiiller, aldehit-amin etkilesimi ile jel yiizeyine
baglanabilirler. Bu amagla hidrojel filmin amin reaktivitesini dogrulamak icin TFBA
molekiilii hidrojel film ile konjuge edilmistir. 90dk boyunca UV 1s18a maruz birakilan
jele TFBA baglanmis ve bu baglanma FTIR analizi ile dogrulanmistir. Sekil 5.34°de
yer alan FTIR spektrumunda 1326 cm™ bélgesinde spesifik TFBA gerilme piki

gozlenmistir.
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Sekil 5.34: a) Hidrojel kaplamaya TFBA baglanmasi b) TFBA baglamaya ait FTIR
spektrumu.

Yiizeyler tizerinde kismen par¢alanma ile aktiflesme ve aktive edilen bu hidrojel
filmlere aminli bilesiklerin baglandig1 gosterildikten sonra, hidrojel filmlere mikro-
desenli fotomaske yerlestirilmis ve 5-90 dakika arasinda farkli siirelerde UV 151k
uygulanmistir. Boylece hidrojel filmlerin yiizeyleri asindirilarak aktiflestirilmis
mikrokuyular elde edilmistir. Sekil 5.35a’da gosterildigi gibi fotomaske tizerindeki
transparan bolgeler UV 151811 gecirirken opak bolgelerin altinda kalan alanlar 1g1ktan
etkilenmemistir. Bu sayede sadece 15181 geciren bolgelerdeki capraz baglanma
birimlerinde par¢alanma gerceklesmis ve yiizey iizerinde bu bolgelerde mikrokuyular
olusturulmustur (Figiir 5.35b). Desenleme 5 dakika itibariyle goriilmekte olup, siirenin
artmasi ile mikrokuyularin daha net olarak elde edildigi gozlenmistir. 60 dakika
sonundaki kalinlik a¢ili olarak ¢ekilen SEM fotograflarindan yaklasik 2.5 um olarak
Olglilmiis olup (Sekil Ek A.1) 5 dakika UV uygulanan yiizeylerin kuyularin ¢evre
kisimlar1 yeterince net goriilmediginden SEM’de kalinlik olglilememistir.
Profilometre analizinde ise 5 dakika ve 60 dakika UV uygulanan hidrojellerde kalinlik
sirasiyla 2.1 ve 3.2 um olarak alinmistir (Sekil Ek A.2 ve Sekil Ek A.3).
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Sekil 5. 35: Fotomaskeleme ile jel yiizeyinde mikrokuyular olusturulmasi ve farkli
stirelerde UV 15181na maruz birakilarak elde edilen mikrokuyulara ait elektron
mikroskobu goriintiileri.

Hidrojel filmlerin yiizeyindeki mikrokuyular, UV 151k etkisi ile o-nitrobenzil
grubunun nitrosobenzaldehide doniisimii  sonucunda amin-reaktif birimler
icermektedir. Jelin amin reaktivitesi kazanmasi floresan-amin boyama ile
dogrulanmistir. Amin grubu tasiyan floresan boya, fotomaske ile 15 dakika UV
uygulanmis olan jel ylizeyine damlatilmig ve bir giin bekletilmistir. Yikama
isleminden sonra baglanmanin ger¢eklesmesi floresan mikroskop goriintiileme ile
kontrol edilmistir. Sekil 5.36’daki mikroskop goriintiilerinde oldugu gibi, hidrojel film
iizerinde sadece mikrokuyularda floresan boyaya ait renk gozlenmis, kuyucuklarin
disinda kalan bolgede ise dikkate alinabilecek bir sinyal goriinmemistir. Bu da jel
yiizeyinde elde edilen mikrokuyularin reaktif oldugunu, sadece bu bolgelere amin
iceren molekiillerin baglanabildigini, UV 1518a maruz kalmamis bolgelerin ise reaktif

olmadigini dogrulamaktadir.
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Sekil 5. 36: a) Hidrojel kaplamaya floresan-amin immobilizasyonu b) Floresan-amin
baglanmis mikrokuyularin floresan mikroskop goriintiisi.

Jel ylizeyindeki mikrokuyulara floresan-amin baglanmasi ile jelin amin-
reaktifliginin dogrulanmasinin ardindan bu bolgelere streptavidin sabitlenmistir (Sekil
5.37). Oncelikle farkls siirelerde desenli olarak UV 15181 uygulanan jel filmlere, sadece
mikrokuyularin i¢ine baglanacagi 6n gorillerek biyotin amin baglanmis, daha
sonrasinda bu bolgelere floresan etiketli streptavidin sabitlenmistir. Sekil 5.37°deKi
floresan mikroskop goriintiilerinde, streptavidinin baglandigini dogrulayan floresan
boyaya ait renk sadece mikrokuyularda gozlenmistir. Bu da mikrokuyularin sadece i¢
kisimlarinin reaktif oldugunu, dis bolgelerinin ise spesifik olmayan biyobaglamaya
kars1 direncli oldugunu desteklemektedir. Ayn1 zamanda UV 1g1k uygulama siiresinin
artig1 ile orantili olarak 0-nitrobenzil’in nitrosobenzaldehite doniisiimii de arttigindan
streptavidin makromolekiiliiniin baglanma miktar1 da artmistir ve floresan mikroskop
gorintiilerinde kuyularin UV 151k uygulama siiresi ile orantili olarak netlestiginin ve

floresan yogunlugunun artisinin gézlenmesine neden olmustur.
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Sekil 5.37: a) Mikrokuyulara streptavidin immobilizasyonunun sematik gosterimi. b)
15dk, 30dk, 45dk ve 60dk UV uygulanan hidrojellere streptavidin immobilize edilen
jel kaplamalarin floresan yogunliklari. Sirasiyla ¢)15 dk, d) 30 dk, e) 45 dk ve f) 60
dk UV uygulanan hidrojellere streptavidin sabitlenmesine ait floresan mikroskop
goriintiileri.
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6. SONUCLAR

Tez ¢alismasi kapsaminda, o-nitrobenzil grubunun 1si18a karsi duyarliligindan
faydalanarak 1sik araciligiyla kismi olarak parcalanarak aktiflesebilen bir hidrojel
sentezlenmistir. Hidrojel sentezi, o-nitrobenzil grubunu tastyan NPDMA monomeri ve
tiyol gruplar1 barindiran PEG-tetratiyol ¢apraz baglayicisi arasinda meydana gelen
tiyol-en Michael katilmasi sonucunda gergeklestirilmistir. O-nitrobenzil gruplar1 365
nm dalgaboyunda UV 151k uygulamasinin ardindan parcalanarak nitrosobenzaldehit
grubunu olusturmaktadir ve olusan bu grup, aminlere karsi reaktivite gostermektedir.

Cam yiizeylerde kaplama olarak sentezlenen hidrojeller iizerinde aminlere karsi
reaktif bolgeler olusturmak amaciyla fotomaske uygulamasi yapilmistir. Hidrojel
yiizeyine yerlestirilen fotomaskenin iizerinden UV 151k uygulandiginda, maskenin
sadece saydam bolgelerinden 151k gegerek hidrojel yiizeyine ulagmaktadir. Isik etkisi
ile o0-nitrobenzil molekiillerinin pargalanmasi sonucunda jel yiizeyinde kismi olarak
asinma meydana gelmis ve mikro boyutlarda kuyular olusmustur. Elde edilen mikro-
kuyular ayn1 zamanda reaktif bolgelerdir.

Hidrojel yiizeyinde, 151k etkisi ile olusturulan mikro-kuyularin reaktifligini
incelemek amaciyla TFBA, floresan-amin molekiillerinin baglanmas: ve biyotin-
amin/streptavidin kompleksinin immobilizasyon uygulamasi yapilmistir. Molekiil
immobilizasyon islemleri, FTIR analizi ve floresan mikroskop goriintiilleme ile
dogrulanmistir. Elde edilen sonuglarda, beklendigi gibi amin gruplari tasiyan hedef
molekiillerin, hidrojel yiizeyindeki kuyularda bulunan nitrosobenzaldehit molekiilii
sayesinde Shiff bazi etkilesimi ile jel yiizeyine baglanarak sabitlendikleri goriilmustiir.

Sonug olarak, ¢aligma amacinda hedeflendigi gibi amin gruplarina kars: reaktif
mikrokuyular bulunduran hidrojeller elde edilmis ve hidrojel yiizeyine amin gruplari
tastyan molekiillerin immobilize edilebildigi gosterilmistir. Uygulanan sentez yolu ve
hidrojellerin agindirilarak reaktif mikro desenleme olusturma yaklagiminin, biyosensor

ve doku miihendisligi ¢aligmalarinda uygulama bulabilecegi ongoriilmektedir.
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Ek A: UV Isig1 Uygulanan Yiizeylerin Profilometre ve SEM
Goruntiileri

J .
022 ' vac mode HV spot det mag O WD mode HFW ———40 pm—
7:36 PM  High vacuum 1.00kV 2.5 ETD 2000x 6.4 mm SE 207 um

Sekil A.1: 60 dk UV uygulanmis yiizeyin 2000 kat yaklastirtlmis SEM goriintiisii.
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