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OZET

Tetrazin Fonksiyonlu Polimerlerin Dogrudan
Hazirlanmasi ve Bu Polimerlerin Yiiksek Hizli
Biyoortogonal Reaksiyonlarda Etkinliginin

Incelenmesi

Sinem SIPAHIOGLU KARA

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Doc. Dr. Muhammet Ubeydullah KAHVECI

Biyoortogonal reaksiyonlar, molekiiler diizeyde canli sistemlerdeki
uygulamalariyla son yillarda oldukca dikkat c¢ekmektedir. Ters elektron
gereksinimli Diels-Alder reaksiyonu (iEDDA), ozellikle tetrazin biyoortogonal
baglanma reaksiyonu (ligasyonu), son derece hizli kinetigi, biyoortogonalligi ve
yliksek 6zgiinliigiinden dolay1 goriintiileme, teshis ve tedavi alanlarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Tetrazin iEDDA ilk olarak 1957’de Carboni ve Lindsey
tarafindan rapor edilmistir. Giiniimiizde ise, tetrazin iEDDA tekrardan popiiler
hale gelmistir ve malzeme bilimine ve kimyasal biyolojiye yeni bir bakis acisi
getirmistir. Tetrazin siklokatilma, diger konjugasyon tiirlerine gore daha avantajli
ozellikleri ile yeni bir biyoortogonal reaksiyon olarak ortaya c¢ikmustir. Klasik
biyoortogonal reaksiyonlar: katalizore ihtiya¢c duyup ve genellikle diistik verimle
sonuc¢lanirken, tetrazin reaksiyonlari ise siiper hizli kinetigi ve seciciligi nedeniyle

oldukca etkili bir reaksiyon olarak bilinirler.
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Bu tezde, polimer zincirleri iizerinde tetrazin gruplarinin direkt sentezlenmesi icin
0zgiin bir yaklasim gelistirilmistir. Tezin amaci, bir polimerin yan zincirlerinde ya
da ug¢ grubunda tetrazin gruplarimi direkt olarak sentezlemektir. Bu amacla,
herhangi bir polimer zincirindeki nitril gruplari, bir katalizor ve hidrazin
varliginda iki nitril grubunun birbirleriyle reaksiyona girmesini ve ardindan
oksidasyonunu iceren Kklasik tetrazin sentezi ile, direkt tetrazin halkalarina
donitisebilecegi hipotezi kurulmustur. Bu calismada, yan zincir veya uc grup olarak
polimer tizerindeki nitril gruplar1 birinci nitril ve kiiciik molekiil agirlikli bir nitril
tlirevi ise ikinci nitril olarak kullanilmistir. Bildigimiz kadariyla, bu yaklasim
polimer zincirleri lizerinde tetrazin islevsel gruplarinin direkt sentezi icin ilk

ornektir.

Bu yeni yaklasim, tetrazin fonksiyonlu polimerleri sentezlemek i¢in 6nemli 6l¢iide
katk: saglayabilir. Bu tezdeki yaklasim, poli(N-isopropilakrilamid) (PNIPAAm),
poli(poli(etilen glikol) metil eter metakrilat) (PPEGMA) ve poli(metil metakrilat)
(PMMA) iceren biyouyumlu polimerler iizerinden oOrneklenmistir. Yan zincir
olarak nitril gruplari akrilonitrilin (AN'nin) uygun monomerler (NIPAAm, PEGMA
veya MMA) ile kopolimerizasyonuyla bu polimer yapisina dahil edilmistir.
P(PEGMA-co-AN) ve P(MMA-co-AN) onciil polimerleri atom transfer radikal
polimerizasyonu (ATRP) ile sentezlenmistir. Diger onciil polimer P(NIPAAm-co-
AN) ise serbest radikal polimerizasyonu (FRP) ile sentezlenmistir. Nitril u¢ grup
fonksiyonlu polimerler i¢in siyano fonksiyonlu ATRP baslaticisi sentezlenmis ve
PEGMA’'nin ATRP’sinde kullanilmistir. Polimerlerin yan zincirleri olarak tetrazin
fonksiyonlar1 metal katalizorlii tek-kap (one-pot) sentez yOntemi izlenerek elde
edilmistir. Polimer {iizerindeki nitril yan gruplari, direkt tetrazin halkasinin
olusumunda kullanilmistir. Tetrazin halkalarinin olusumu ile tetrazine has olan
pembe renkli polimerler gozlemlenmistir. Diger yandan, nitril u¢ gruplarinin
tetrazine doniistiiriilmesi ile yapilan reaksiyon sonucunda hedeflenen tetrazin ug
fonksiyonlu polimer elde edilememistir. Elde edilen bu sonug icin literatiir
taramasi yapildiginda katalizortiin (Ni(OTf),), u¢ grup ile polimer omurgasi
arasindaki amid bagimi kirabilecegi anlasilmaktadir. Yapilan NMR spektroskopisi
analizleri sonucunda belirtilen amit baginin kirildigi ve bulgunun 6nceki raporlar

ile uyumluluk gosterdigi anlasilmaktadir. Bu nedenle, tetrazin fonksiyonlu
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polimerlerin sentezi i¢in 6nerilen bu yaklasim sadece yan zincir fonksiyonlar1 igcin

kullanighdir.

Tetrazin ligasyonu icin substratlar arasindan hizli kinetige sahip olan trans-
siklookten (TCO) ve norbornen (NB) secilmistir. Tetrazin fonksiyonlu polimerler
ile TCO yada NB tiirevleri arasindaki iEDDA reaksiyonu kisa bir siirede (6zellikle
TCO icin bir dakikadan kisa bir siirede) gerceklesmistir ve kolaylikla ¢iplak gozle
ve UV-Vis spektroskopisi ile izlenmistir. Ciinkii tetrazin halkasinin karakteristik
pembe rengi reaksiyon gerceklesince bir anda kaybolmustur. TCO tiirevi ile
tetrazin fonkisyonlu polimerin konjugasyonu NMR ve UV-Vis spektroskopisi ile de

iyi bir sekilde karakterize edilmistir.

Bu tez kapsaminda, polimer omurgasi iizerinde tetrazin grubunun direkt
sentezinin gelistirilmesi caba, zaman ve maliyet agisindan biiyiik bir potansiyele
sahiptir. Arastirmalar, gelecekte tetrazin siklokatilmalar ile ilgili calismalarin, ilag
salimi, cesitli polimer mimarilerinin iiretilmesi, protein-polimer konjugasyonu,
sensor ve biyogoriintiileme sistemi gibi biyomedikal uygulamalarda bircok
gelismeye yol acabilecegini gostermistir. Bu tezde gelistirilen yaklasim da, benzer

uygulamalarda potansiyele sahip olacaktir.

Anahtar kelimeler: Tetrazin, polimerlerin fonksiyonlandirilmasi, Atom
Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP), Diels—Alder Click, ters elektron

gereksinimli Diels-Alder (iIEDDA), post-polimerizasyon modifikasyonu.

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

XX



ABSTRACT

Direct Synthesis of Tetrazine Functional Polymers
and Investigation of Efficiency of These Polymers

in Super Fast Bioorthogonal Reaction

Sinem SIPAHIOGLU KARA
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Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammet Ubeydullah KAHVECI

Bioorthogonal reactions get great attention in the application of living system at
the molecular level during recent years. Especially, tetrazine bioorthogonal
ligation, which is known as Inverse Electron Demand Diels-Alder Reaction
(iEDDA), is widely employed in imaging, diagnostics, and therapy fields due to
bioorthogonality, extremely rapid kinetics and high specificity. Tetrazine iEDDA
bioorthogonal reaction. While the classic bioorthogonal reactions require a
catalyst and usually result in low yield, tetrazine reaction does not. Therefore, this
approach is known as a highly efficient reaction due to its super fast kinetics and

selectivity.

In this thesis, an orginal approach was developed for synthesis of tetrazine
moieties directly on polymer chains. The aim of this thesis is to synthesize directly
tetrazine functionalities as side chains or an end group of a polymer. For this
purpose, we hypothesized that nitrile groups on polymer can be directly

transformed into tetrazine rings by applying one of the usual synthetic route, in

XXi



which two nitrile groups are reacted to each other in the presence of a catalyst
and hydrazine followed by oxidation. In this work, nitrile groups on polymers as
side chain or end group were utilized as the first nitrile and a small nitrile
derivative was utilized as the second one. To the best of our knowledge, this
approach is the first example for direct synthesis of tetrazin moiteis on polymer

chains.

This new approach may contribute significantly to synthesis of tetrazine functional
polymers. In the thesis, the approach was exemplified on biocompatible polymers
including poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm), poly(poly(ethylene glycol
methacrylate) (PPEGMA), and poly(methyl methacrylate) (PMMA). The nitrile
groups as side chains were incorporated into these polymers by copolymerization
of acrylonitrile (AN) with corresponding monomers (NIPAAm, PEGMA or MMA).
P(PEGMA-co-AN) and P(MMA-co-AN) precursor polymers were synthesized by
atom transfer radical polymerization (ATRP). The other precursor polymer
P(NIPAAm-co-AN) was synthesized by free radical polymerization (FRP). For end
group nitrile functional polymers, a cyano functional ATRP initiator was
synthesized and utilized in ATRP of PEGMA. Tetrazine functionalities as side
chains of polymers were obtained by following metal catalyzed one-pot synthesis
route. The nitrile group on the polymer was utilized to the formation of the
tetrazine rings directly on the polymer backbone. The characteristic color of
tetrazine rings was observed as pink. On the other hand, transformation of end
nitrile groups into tetrazine was not achieved, since the catalyst (Ni(OTf),)

cleaved off the amide bond between the end group and the polymer backbone.

The NMR spectrum of the resultant polymer and early reports prove this finding.
Therefore, the proposed approach for synthesis of tetrazine functional polymers is

useful for only side chain functionalities.

Among the substrates for tetrazine ligation are chosen trans-cyclooctene (TCO)
and norbornene (NB) derivatives due to their fast kinetics. The iEDDA reaction
between tetrazine functional polymers with TCO or NB derivates achieved in a
short period (especially for TCO less than a minute), and monitored easily by

naked eye and UV-Vis spectroscopy. Because the characteristic pink color of
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tetrazine ring vanishes at once. Conjugation of a TCO derivative to the tetrazine

functional polymer was well characterized by NMR and UV-Vis spectroscopy.

Within the scope of the thesis, development of the direct synthesis of tetrazine
group on polymer backbone have big potential with respect to effort, time and
cost. Research has shown that future work with tetrazine cycloadditions will
certainly lead to improvement in biomedical applications like drug delivery,
fabrication of various polymer architecture, protein-polymer conjugate, sensor or
bioimaging system. The developed approach in the thesis will have potential in

similar applications.

Keywords: Tetrazine, functionalization of polymers, Atom transfer radical
polymerization (ATRP), Diels—Alder click, Inverse Electron Demand Diels-Alder

Reaction (iEDDA), post-polymerization modification.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Organik kimyada sik kullanilan reaksiyonlardan biri olan Diels-Alder (DA)
reaksiyonu, 1950 yillinda Otto Diels ve Kurt Alder’in DA reaksiyonu kesfiyle Nobel
Odiilii'nii kazanmuslardir. DA reaksiyonu Sekil 1.1’de gosterildigi gibi stabil bir
siklohekzan eklentisi (adduct) olusturmak icin elektronca zengin bir dien (furan
ve onun tiirevleri, 1,3 siklopenta dien ve onun tiirevleri, vb) ve elektronca fakir
bir dienofil (maleik asit ve onun tiirevleri, vinil keton, vb.) arasinda dogrudan bir
[4+2] siklo katilma reksiyonu olarak meydana gelir [1].

= Diels-Alder

;| -~
N —~———

retro-Diels-Alder

Sekil 1.1 Diels-Alder / Retro Diels-Alder reaksiyonlarinin genel mekanizmasi

Click reaksiyonu polimer kimysasinda homopolimerler, telekelik polimerler, blok
kopolimerler, graft kopolimerleri, karmasik molekiiller mimarileri, dendrimer ve
dendronize polimerler, capraz bagh polimerlerin sentezinde kullanilmanin yani
sira yaygin olarak da polimerlerin modifikasyonunda kullanilmistir [1]. DA Click
reaksiyonlarindaki bilesenlerin  kolay sentezlenebilmesi, c¢oziiniirliikleri,
reaksiyonun yiiksek verime sahip olmasi, ilave bir katalizore ihtiyac duymamasi

ve reaksiyon dis1 yan reaksiyonlarin olmamasi gibi pek ¢ok avantaja sahiptir.

Son yillarda, giin gectikce 6nem kazanan 1,2,4,5-tetrazinler (s-tetrazin), olefinler
ile yiiksek hizli ters elektron gereksinimli Diels-Alder katilma (iEDDA, Sekil 1.2)

veya Carboni-Lindsey reaksiyonu olarak da adlandirilan reaksiyonu verirler [2].
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Sekil 1.2 iEDDA reaksiyon semasi

Tetrazinlerin (Tz), uygun dienofiller ile reaksiyonunda birinci adim, cift bagh
molekiil ile tetrazinin ters elektron gereksinimli Diels-Alder [4+2] siklokatilma
reaksiyonudur (Sekil 1.2) [2, 3]. Bu reaksiyonda genellikle s-tetrazin ve gergin bir
alken ya da alkin tiirevi, ilk asamada ters elektron gereksinimli Diels-Alder
siklokatilma reaksiyonu ile dihidropiridazin iiriinii vermekte ve daha sonra retro
Diels Alder reaksiyonu ile molekiilden N, yarilarak sonuc {iriinii vermektedir. En
onemlisi, reaksiyon bir katalizor kullanmaksizin sulu ortam icerisinde oda
sicakliginda hizli olarak ilerlemekte olup, reaktif partnerleri biyolojik gruplar dahil
bircok fonksiyonel gruba kars1 inerttir ve biyo-uyumludur. Ornegin biyomolekiiler
goriintiilemede oldukca kullanish ve wuygulamalar1 kolaylastiran tetrazin
biyoortogonal reaksiyonlar1 oOzellikle bazi fluoroforlarla konjuge edildiginde
fluorojenik 6zelliklere sahip olurlar. Bu sebepten dolayi, tetrazin biyoortogonal

reaksiyonlar1 biyomedikal teknolojileri arasinda oldukca ilgi gormektedir [4].

Klasik tetrazin sentezi yaklasimi nitrillere hidrazin katilmasi ile 1,2-
dihidrotetrazinin olusmasi1 ve bunu takiben bu ara bilesigin oksidasyonuna
dayanmaktadir (Sekil 1.3). Yine de, bu yaklasim aktif aromatik nitriller ile sinirh
olup, alkil tetrazinlerin hazirlanmasi icin bu reaksiyon son derece diisiik verimli
gerceklesir ve hatta bazen tirlin vermeyebilir. Yakin zamanlarda, bir dizi tetrazin
sentezi stratejisi gelistirilmistir [4]. Bunlardan biri 2012 yilinda Devaraj grubu
tarafindan gelistirilen dihidrotetrazinin Lewis asidi katalizorii yardimi ile tetrazine
ylikseltgendigi tek kapta tetrazin sentezi yontemidir [5]. Bu yontemde, iki
baslangic nitril molekiiliiniin oranin ayarlanmasiyla asimetrik tetrazinler
sentezlenebilmektedir. Reaksiyon bir¢ok fonksiyonel grupla ve heterosiklik
yapilarla ortogonaldir (uyumludur) [4, 5]. Boylece, karmasik yapilara sahip olan

cesitili tetrazin tiirevleri dogrudan ya da daha ileri fonksiyonlastirma yollariyla



elde edilebilir. Devaraj grubu, 6rnegin, son zamanlarda cesitli 3-mesillenmis etil
tetrazin bloklariyla alkil tetrazin tiirevlerinin sentezi icin farkli bir strateji olarak
bildirmislerdir. Reaksiyon sonrasi hafif bir ayirmadan sonra Heck kenetlenme
reaksiyonu kullanilarak 7-konjugasyonuyla fonksiyonlandirilmis tetrazin
tlirevlerinin cesitli dizilimleri elde edilmistir (Sekil 1.3). Ayrica klasik fluorofor
iskeletleri, yiiksek oranda florojenik problardan olusan tetrazinler ile verimli bir
sekilde konjuge edilebilir. Bu problar, biyokimya ve biyomolekiilii goriintiileme
uygulamalar1 icin en iyi alternatif olusturarak biyoortogonal reaksiyonlardan
sonra 100 kat daha fazla floresans 6zellik gosterir [4, 6, 7]. Son yillarda yapilan
benzer bir calisma ise, tetrazin iskeleti {iizerine Sonogashira ve Stille

reaksiyonlarinin kullanimini icermektedir [8].

R4
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—_—
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R2 RZ
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b ;
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Sekil 1.3 Lewis asidi katalizorlii asimetrik tetrazin sentezi ve bazi tetrazin
molekiilleri

:

Bu bilgiler 1s1¢1nda iEDDA’nin son yillarda yaygin olarak kullanilan biyoortogonal
Click reaksiyonu oldugu anlasilmaktadir. Bagka bir ifade ile biyolojik ortamdaki
tim fonksiyonel gruplar ile uyumlu bir sekilde ilerleyen ve reaksiyonun hic
etkilenmedigi bir reaksiyon tiirtidiir. Diels-Alder reaksiyonuna dayali
biyoortogonal konjugasyon ailesi icindeki yaygin olarak kullanilan tetrazin
ligasyonlar1 2008 yillinda birbirlerinden bagimsiz olarak iki arastirma grubu
tarafindan rapor edilmistir [4, 9, 10]. Bu reaksiyonlarin kinetikleri, in vivo olarak

bulunan diisiik konsantrasyonlarda bile etkili bir etiketleme saglamaktadir [11].
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Canli hiicre yiizeyine antijenlerin asamali olarak etiketlenmesi, kiiciik
molekiillerin hiicre icinde goriintiilenmesi ve klinik teshis icin nanomalzemeler ile
hiicrelerin modifikasyonun yani sira in vivo goriintiileme uygulamalari iEDDA
Click kimyas1 ileri biyomedikal uygulamalarim1 kapsamaktadir. Biyoortogonal
olmasinin yaninda iEDDA'nin diger onemli 6zellikleri reaksiyon hizlar1 ve diger

Click reaksiyonlar1 ile ortogonal olmasidir [2].

Son on yil icinde, tetrazin biyoortogonal kimyasi (iEDDA Click Reaksiyonu),
kimyasal biyolojinin farkli alanlarinda defalarca uygulanmistir [12]. Weissleder
ve arkadaslari, cesitli biyolojik etiketleme ve goriintiileme ¢alismalari icin tetrazin
kimyasini miikemmel bir sekilde uygulamislardir [13]. Diger oncii gruplar ise
tetrazin reaksiyonunun etkinligini, cesitli biyomolekiiller icin matebolik problarda
gosterilmislerdir [7, 14-16]. Chin ve digerleri genetik kod genisletme stratejileri
kullanilarak protein dinamikleri ve fonksiyonlarini kapsamli bir sekilde tetrazine
Click reaksiyonunu kullanarak incelemislerdir [17-20]. Fox ise in vivo stabilitenin
korundugunu gostermis ve oldukca yiiksek hizda reaksiyon veren dienofil olarak
trans-siklooktenin (TCO) gelistirilmesine yon vermistir [21]. Bu kimyanin
biyomalzeme olusumu ve nanoparcacik dekorasyonunda potansiyele sahip oldugu
da gosterilmistir [22, 23]. Houk grubu tarafindan yapilan tetrazin biyoortogonal
reaksiyonlarinin teorik hesaplari, uygulamalarin daha da genislemesine yol
acmistir [24]. Biyoortogonal baglanan ajanlar/etken maddeler olarak, 1,2,4,5-
tetrazinin kullanimina ilgi hizli olarak artmaktadir [9, 10]. Tetrazin
siklokatilmalarinin son yillarda yapilan uygulamalari hiicre ici molekiil etiketleme,
genetik olarak hedeflenen protein etiketleme, sentetik DNA etiketleme,
nanoparcaciga dayanikli klinik teshis ve in vivo goriintiilemeyi de icermektedir [6,

22, 25].

Chen ve arkadaslari, yakin zamanda iEDDA reaksiyonunu eliminasyon yani bir
kargo molekiiliintin salimi amaciyla kullanmistir. Burada TCO ve tetrazin
arasindaki ilk siklokatilma sonrasinda istenilen molekiiliin eliminasyonuna neden
olan bir dizi asimetrik tetrazinlerin tasarlanmasina ve test edilmesine onciilitk
etmislerdir [26]. Lee ve arkadaslari, reaksiyonun farmokokinetigi optimize
edildigi zaman hem hiicresel hem de biitiin hayvan seviylerinde TCO-tetrazin

siklokatilmasinin etkili oldugunu gostermistir [27].
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TCO’ya ek olarak norbornenler de tetrazin iceren molekiiller ile yiiksek verimli
reaksiyonlar vermektedir [28-30]. Dove ve arkadaslari, uygun kaynaklardan
tiiretilen polimerlerin 6zelliklerini modifiye etmek amaciyla etkili ve iliman bir
yontem olarak tetrazin-norbornen fonksiyonlu molekiiller ile poli(L-laktid)lerin
(PLA) post-modifikasyon yontemlerini rapor etmislerdir [31]. Joshi ve arkadaslari,
aljinat polimer zincirlerine iEEDA reaksiyonu ile tetrazin ve norbornen gruplari
kullanarak hiicrelere zarar vermeden kovalent bagli Click aljinat hidrojellerini
olusturmuslardir [32]. Goriildiigii gibi iEDDA reaksiyona artan ilgi ile birlikte

tetrazin fonksiyonlu polimerlere olan ilgi ve ihtiyac da her gegen giin artmaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin konusu son yillarda konjugasyon yontemi olarak tekrar
giindeme gelmis olan ve su an literatiirde radikal reaksiyonlar haricinde bilinen
en hizli biyoortogonal konjugasyon yontemi olan tetrazinin trans-siklookten ile
verdigi ters elektron gereksinimli Diels-Alder (iEDDA) reaksiyonudur. Tercih
edilen bu reaksiyonun cok hizli kinetige sahip olmasi 6zelligi ile secici bir
baglanma ile diisiik konsanstrasyon miktarinda bile hastaliklarin hizli tani ve
teshis kitleri icin istenen kisa siirede sonug¢ verme 0Ozelligine katki saglayabilme
potansiyeli bulunmaktadir. Polimerlerin tetrazinler ile modifikasyonu ve iEDDA
reaksiyonlari, literatiir Orneklerinden ¢ok basamakli sentez yaklasimlari ile
gerceklestirildigi anlasilmakta olup uzun zaman almakta ve daha fazla caba sarf
edilmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda polimerler {izerinde tetrazin
gruplarinin dogrudan sentezleri icin kolay bir sentez yonteminin gelistirilmesi

amaclanmaktadir.

Oncelikle, biyolojik uygulamalarda siklikla kullanilan biyouyumlu polimerik
malzemelerin elde edilmesi hedeflenmistir. Bu hedef kapsaminda atom transfer
radikal polimerizasyonu (ATRP) ile yapisi iyi tanimlanmis ve polidispersitesi (PDI)
diisiik olan polimerler ve uygulamasi kolay olan serbest radikal polimerizasyonu
ile farkli polimerler elde edilmistir. Secilen biyouyumlu polimerlerin (PEGMA veya
NIPAAm esasli) sentezi icin iki farkli yaklasim planlanmistir: Ik yaklagimda yan
zincirlerinde nitril gruplarina sahip onciil polimerlerin belirtilen polimerizasyon

yontemleri araciligi ile akrilonitril ko-monomeri de kullanilarak elde edilmesi



amaclanmistir. Ikinci yaklasimda ise uc grubunda nitril grubu bulunan
polimerlerin elde edilmesi amag¢lanmistir. Daha sonra u¢ veya yan grubunda nitril
fonksiyonlu onciil polimerlerin tetrazin fonksiyonlu polimerlere dondirilmesi

amaclanmistir.

Daha sonra elde edilen tetrazin fonksiyonlu polimerlerin iEDDA reaksiyonundaki

etkinliklerinin incelenmesi amaclanmistir.

1.3 Hipotez

Tetrazin sentezleri 19.yy sonlarindan beri literatiirde yer almakla birlikte, bu eski
kimya son yillarda sentez kabiliyetlerinin gelismesi, hiz1 ve seciciligi nedeniyle
yeniden bilim insanlarinin dikkatini ¢cekmistir. Tetrazin iEDDA ilk olarak 1957’de
Carboni ve Linsey tarafindan rapor edilmis ve daha sonra bir prototip siklokatilma
reaksiyonu ile 1990’larda Sauer tarafindan tekrar gosterilmistir [33]. Fox [10] ve
Hilderbrand [9], 2008 yillinda sulu ¢ozeltide tetrazin ile sirasiyla trans-siklookten
(TCO) ve norbornen kullanarak bioyortogonal tetrazin reaksiyonlarinin hizl
orneklerini gostermislerdir ve bu ¢alismalardan sonra bu reaksiyon oldukca fazla
ilgi cekmeye baslamistir. En reaktif partner molekiilii olan TCO ile tetrazin
arasindaki iEDDA reaksiyonu Sekil 1.4’te gosterilmistir. Reaksiyon sonunda N,
inert gazi ortama salinmakta ve iki molekiil birbirine Diels-Alder Reaksiyonu
sonucu baglanmaktadir. TCO ile olan bu reaksiyon son derece hizli ilerler ve ikinci

dereceden hiz sabiti 2000 M".s e kadar yiiksek bir deger alabilmektedir [34].
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tetrazine trans-cyclooctene
(TCO)

Sekil 1.4 Tetrazin-trans-siklookten Diels-Alder reaksiyonu

1,2,4,5-tetrazinlerin hazirlanmasi icin kullanilan en yaygin sentez stratejilerinden
birinde, iki nitril bilesiginin hidrazin ile bir katalizor (kiikiirt veya Lewis asidi)
varliginda reaksiyona girmesi sonucu dort azot atomu ile alt1 tiyeli heterosiklik bir

yap1 olan dihidrotetrazin elde edilmektedir ve ardindan dihidrotetrazin kuvvetli



bir oksitleyici ile tetrazine oksitlenmektedir. Son on yilda bir ¢ok tetrazin sentez
yontemi gelistirilmistir. 2012 yillinda Devaraj ve digerleri tarafindan Lewis asit
katalizorii yaklagimi, yiiksek verimliligi nedeniyle daha fazla dikkat ¢cekmistir [5].
Bu sentez yonteminde, katalizor koordinasyonu ile reaksiyona girme egilimi zayif
olan nitril bilesenlerini aktive edilir, hidrazinin eklenmesi ve ardindan
ylikseltgenemesi ile yiiksek verimli tetrazin molekiilii elde edilir. Bircok uygulama
icin tetrazin molekiilii {izerinde karboksilik asit, amino, hidroksil, siiksinimidil
ester gibi bir grup sonraki asamada ilgili molekiilii fonksiyonellestirmek amaciyla
gereklidir. Karboksilik asit fonsiyonuna sahip tetrazin tiirevinin sentezi Sekil 1.5’te
ornek olarak gosterilmistir. Amaca bagli olarak sonraki asamada bu molekiil

ilgilenilen molekiile (protein, polimer vb.) karboksilik asit fonksiyonu {izerinden

baglanabilmektedir.
COOH
COOH
1) 5 mol % Zn(OTf),
NH,NH,
CN + y

2) NaN02
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Sekil 1.5 Karboksilik asit fonksiyonlu tetrazini hazirlamak i¢in sentez yontemi

Fonksiyonel polimer elde edilmesi i¢cin en yaygin yontem post-polimerizasyon
modifikasyonlaridir ve genellikle birden fazla basamagi icermektedirler. Tetrazin
fonksiyonlu polimer sentezlenmesi icin uygulanan yontemlerde benzer sekilde iki
ya da daha fazla basamaktan olusmaktadirlar. Bu tez kapsamindaki yaklasimda
tetrazin fonksiyonlu polimerlerin dogrudan hazirlanmasi sayesinde daha kisa

siirede basit ve etkili bir sekilde polimerlerin sentezlenebilecegi 6nerilmektedir.

Bu tez calismasinda oncelikle, tetrazin fonksiyonlu polimer elde etmek amaciyla
nitril yan grubuna veya u¢ grubuna sahip olan 6nciil polimerlerin serbest radikal
polimerizasyonu ve/veya ATRP ile sentezlenmesi planlanmistir. Tezde
biyouyumlu olmalarindan dolay1 poli(poli(etilen glikol) metil eter metakrilat)

(PPEGMA), poli(N-isopropilakrilamid) (PNIPAAm), poli(metil metakrilat)



(PMMA) gibi polimerler tercih edilmistir. Uygun monomerlerin akrilonitril
monomerinin kopolimerizasyonu ile nitril yan gruplarina sahip polimerler elde
edilebilmektedir. Yine nitril fonksiyonuna sahip bir ATRP baglatici ile yapilacak
polimerizasyonla u¢ grubunda nitril bulunan polimerler sentezlenebilir. Yan
gruplarinda nitril grubu iceren polimerlerinin [P(NIPAAm-co-AN), P(MMA-co-AN)
veya P(PEGMA-co-AN) gibi] veya nitril u¢ fonksiyonlu polimerlerin nitril gruplari
klasik tetrazin sentezinde gerekli olan nitrillerden biri olarak kullanilabilecegi
diisiintilmiis ve bu nitril ile reaksiyona girebilecek aromatik bagka bir nitril ortama
eklenerek direkt polimer iizerinde tetrazin gruplari sentezlenebilecegi 6nerilmistir
(Sekil 1.6). Tetrazin ile fonksiyonlandirilmis polimerlerin karakterizasyonundan
sonra model iEDDA reaksiyonlarindaki etkinliklerinin gosterilmesi ile onerilen

yaklasim dogrulanabilecektir.

A) Polimer
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Sekil 1.6 A. Yan gruplarinda nitril grubu iceren polimerlerinin B. Nitril ug
fonksiyonlu polimerlerin direkt polimer {izerinde tetrazin gruplari sentezi
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Teorik Kisim

2.1 Click Kimyas1

Click kimyasi, 2000’li yillarin basindan itibaren minimum c¢aba ile yan iiriin
olusturmadan iki ya da daha fazla molekiilii baglamak amaciyla kullanilan
reaksiyonlar dizisini temsil etmekte olup sahip oldugu avantajlar nedeniyle
giinden giine 6nem kazanmistir. Bu reaksiyonlar sadece organik kimyacilar
tarafindan degil artik bircok fonksiyonel malzemelere ihtiya¢ duyan tiim
disiplinler tarafindan etkin bir sekilde kullanilmas: kacinilmazdir. Ornegin biyoloji
uygulamalarinda konjugasyon reaksiyonlari ismini alan bu reaksiyonlar herhangi
iki molekiili birbirine baglamada, yiizey fonksiyonlandirmada, hiicre ve

biyomolekiil etiketlemede oldukg¢a sik kullanilmaktadir.

Click kimyas1 kavrami ilk kez 2001 yilinda Sharpless ve arkadaslari1 tarafindan
kesfedilmistir [35]. Sharpless, ila¢ calismalarinda etkili bir kojugasyon teknigi
olarak tanimladig1 Click kimyasi kavramini polimer bilimi, nanoteknoloji,
biyokonjugasyon ve sensor gibi kisacasi organik molekiillerin kullanildig1 hemen
hemen biitiin arastirma ve teknolojik uygulamalarda kullanmistir [36]. Click
reaksiyonlarinin hizl bir sekilde yayginlasmasinin nedeni sahip oldugu su 6nemli
ozelliklerdir: Yiiksek secicilik saglamasi, su ve diger protik ¢oziiciiler ile uyumlu
olmasi, yiiksek verimli olmasi1 ve reaktiflerin kolay olarak elde edilmesidir. Diger
bir deyisle, modiiler, yiiksek verimli, stereospesifik ve yan iirtin olusmayan veya
giivenli yan {irlin olusan bu reaksiyonlar Click kimyas1 olarak siniflandirilir [37].
Basit reaksiyon sartlar1 altinda etkili olabilen kii¢iik birimlerden konjugat
molekiilleri tiretebilen bir reaksiyon da, Click reaksiyonu olarak kabul edilir. Bu
akilda kaliar Click terimi, verimli, secici, ¢cok yonli, tek trlin veren (yiiksek
verimli), tehlikesiz olarak gerceklesen ve kromotografik saflastirmaya ihtiyac
duymadan coziiciileri kolayca uzaklastirilan modiiler yaklasim reaksiyonlari
olarak ifade edilir. Click denince ilk akla gelen yaygin kullanilmasiyla ve 6nemine
atfen bakir katalizorii varliginda alkin ve azit gruplarn arasinda gerceklesen 1,3-

dipolar Huisgen siklokatilmasidir (CuAAC). 1,3-dipolar Huisgen siklokatilma



tirtiniin kullanarak konjuge molekiillerdeki hidroksil, karboksil ve amino gibi

gruplar1 kolayca fonksiyonlandirilmistir [36]. Ancak basit ortak bir reaksiyon

yontemi takip edilerek elde edilen farkli mekanizmalara sahip cesitli Click

reaksiyonlar1t mevcuttur [35].

Tablo 2. 1 Click reaksiyonlarinin avantajlari ve sinirlamalar1 [38]

click reaksiyonlart

ve yiiksek verimli
doniistimler, cesitli
organik coziiciiler ve
suya karsi tolerans,
kararli ortogonalite

Click Avantajlar Simirlamalari Yorumlar
Reaksiyonlart
CuAAC Yiiksek secicilik, hiz (Toksik) metal Nano dolgular ve

katalizori kullanma
ihtiyaci

Katalizorii
uzaklastirma zorlugu

matrislerin etkili bir
sekilde ciftlesmesi
icin uygundur.

Ara yiizeyle
uyumlulugun
gelistirilmesini saglar.

faydali olabilir), cogu
zaman yan Uriin
olusmaz. Reaksiyon
geri dontistimlidiir.

Metalsiz azid-alkin Secicilik, yiiksek Gergin siklooktenler | Ozellikle biyomedikal
lick reaksivonl reaksiyon, gibi substratlar cok uygulamalarinda
chek reakstyoniart biyouyumluluk ve yaygin bulunmaz ve toksikkatalizor
stabilite (kararlilik) pahali sorunu i¢in kullanimi
malzemelerdir. uygundur.
Diels-Alder Isitma ile aktivasyon Isitma gereksinimi Nanodolgu yiizeyinde
reaksiyonlart (bazi durumlarda (bazi durumlarda bir | yikiai yiizey kimyasal

sonuc olabilir),
reaksiyon siiresi
nispetten uzundur.

islemlerini ¢6zen bir
ylizey gorevini
gorebilir. Geri
doniistimlii, dogal,
kendi kendini

iyilestirebilen
malzemelerden
faydalidir.
Tiyol-en ve tiyol-yne Yiiksek verimli, Uv Tiyoller bircok yan Reaksiyon
reaksiyonlart veya 1s1yla tetiklenen | reaksiyon olusumuna | mekanizmasini daha
aktivasyon. egilimlidir. homojen ag olusumu
Diisiik stabilitiye 1nduk"1 eyeblhr‘ Ve ag
- biiziilmesini
sahiptirler. e
azaltabilir.

Ozellikle ucucu
tiyollerin hos
olmayan kokularia
vardir.

Uv ile tetiklenen
kaplama
uygulamalarinda
kullanish olabilir.




2.1.1 Siklokatilma Click Reaksiyonlari

2.1.1.1 Azid-Alkin Huisgen 1,3 Dipolar Siklokatilma

Alkin ve azidin arasinda gerceklesen reaksiyon, Click reaksiyonlarinin en ¢ok
tercih edilen tiiriidiir. Hem alkin hem de azid, fizyolojik kosullar altinda
reaksiyona girmez ancak sadece yiiksek sicakliklarda (>100°C) bir siklokatilma

reaksiyonunu gerceklestirirler.

N
N >100 C N= |
Ve = > ) Ay
saatler yada giinler 0/1 5
‘ ' 1

Sekil 2.1 Alken ve azid arasindaki Huisgen 1,3-dipolar siklokatilma

Uriinlerin karisimi

Azidlerin ve alkinlerin Huisgen 1,3-dipol siklokatilmasi o6zellikle organik
sentezlerde o6nemli bir rol oynar ve son yillarda tiim kimya disiplinlerinde
kullanilan ortak bir prosediire doniismiistiir [37]. Azidlerin potansiyel olarak
patlayici 6zelligine sahip olmasi, azidlerin uzun bir siire kullanimini engellemis
olmasina ragmen, azid kisimlarin diger fonksiyon gruplarina kiyasla
dimerizasyona veya hidrolize kars: stabilite gibi miikemmel bir 6zellige sahiptir.
Azidler ve alkinlerin 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonunun hizi, ayn1 zamanda
stereospesifikligi saglayan gecis metal iyonlar1 gibi uygun katalizoriin varliginda
biiyiik 6lciide artmistir [35]. Bu reaksiyon tiirii daha ¢ok bakir iyonlari ve nitrojen
tabanli ligandlarin varliginda gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, bakirin
sitotoksisite 6zelliginin olmasi nedeniyle olusan endiseler diger katalizor tiplerinin
arastirilmasina neden olmustur. Bu konuyla ilgili olarak, farkli ligand tiirleri
(PMDETA, bipiridin tiirevleri, terpiridin tlirevleri ve MesTren) ve diger gecis

metalleri (Ru, Ni, Pd, Pt ve Fe) incelenmistir [37].

Hem alkin hem de azid fonksiyonlar1 substratlarin {izerine kolayca dahil
edilebilmesine ragmen, siklokatilma reaksiyonlar1 egzotermiktir (AH’=-50 ve 65
kcal/mol arasindadir) ve 25-26 kcal/mol (metil azid ve propin icin) gibi, yiiksek

bir aktivasyon enerji bariyerine sahiptir. Bu nedenle, kataliz edilmemis
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reaksiyonlar genellikle yavas olup alan secici degildir. Hem azid hem de alkinin
HUMO-LUMO enerji seviyeleri arasindaki fark karsilastirilmistir, bu nedenle hem
dipol hem de dipol LUMO vyollari, 1,4 ve 1,5-triazol bolgesel izomerlerin
karisimina yol acan bu reaksiyona etki etmistir. Bu faktor etkili bir konjugasyon
tekniginin katalize olarak kullanilmasiyla Huisgen siklokatilmasinin kullanimini

sinirlamaktadir [36].

Son yillarda, bakir katalizorlii azid-alkin arasinda gerceklesen bu reaksiyonlar,
biitiin Click reaksiyonlarin 6zelliklerini gostermis olmasina ragmen, herhangi bir
metal katalizorline ihtiya¢ duymaksizin gerceklesen Click reaksiyonlarina énemli
Olciide ilgi artmistir [36]. Azid-alkin Huisgen siklokatilmasi metal katalizorlerin
yoklugundada gerceklesebilirken, oda sicakligindaki diisiik reaksiyon hizi bu tiir
Click reaksiyonlarin pratik uygulamalarini sinirlandirmistir [39]. 2008 yillinda,
Lutz metal icermeyen azid-alkin siklokatilma reaksiyonlar1 hakkinda miikemmel
bir bakis acis1 saglamistir [40]. Bununla birlikte Click kimyasi siklokatilmalar ile
sinirh degildir ayrica niikleofilik siibstitusyon, radikal katilmalar, Michael
katilmalari, Diels-Alder ve retro-Diels-Alder gibi yiiksek verim ile gerceklesen
reaksiyonlar olarak da genisletilmistir. Bu Click reaksiyon tiirlerinin avantaji ise

metal katalizorii kullanilmadan ilerleyebilinmesidir.

2.1.1.2 Bakir Katalizorlii Azid-Alkin Siklokatilma (CuAAC) Click

Reaksiyonu

Sadece bolge secici izomer olusumu

Sekil 2.2 CuAAC Click reaksiyonu

Azidler ve alkinler arasinda gerceklesen Cu(I) katalizorli siklokatilma reaksiyonu
Click reaksiyonunun bir cesidi olup, katalizor kullanmaksizin ilerleyen Click
reaksiyonlarina gore 107 kat daha hizli oldugu Sharpless [41] ve Meldal [42]
tarafindan bagimsiz olarak bildirilmistir. Cu(I) ve uc alkinler arasindaki etkilesim,

azidler ile reaksiyonun zenginlestirilerek daha iyi bir 1,3-dipolarfil (dipolarophile)
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olusturmaktadirlar. Bu Cu(I)-katalizorlii reaksiyon alan secici hizli olup oda

sicakliklarinda gerceklesmektedir ve sadece 1,4-katilma bilesikleri olusmaktadir.

Sharpless tarafindan coziiciiler icerisinde bulunan azid-alkin konjugasyon
reaksiyonlarini gerceklestirmek icin etkili bir katalizor olarak kullanilan askorbik
asit ile bakir pentahidratin (CuSO,.5H,0) indirgenmesiyle elde edilen in situ
olarak tiretilen Cu(I)’in kullaniminin olasiligini bildirilmistir [41]. Coziicii olarak
su ve alkol karistmi kullanildiginda CuAAC Click reaksiyonun daha iyi calistig
goriilmiistiir. Coziicl olarak kullanilan karisim, metal tuzlarin ¢céziinmesine izin
vererek organik bilesenlerin konjuge olmasini saglar. Melda ve arkadaslar
tarafindan, kati1 fazda bulunan backbone (omurga) peptidlerinin yan zincirleri
boyunca konjuge edildigi bakir iyodiirler ile katalizorlii azid-alkin siklokatilma
reaksiyonun uygulamalarinin kullanish oldugunu rapor etmislerdir [42]. Bu iki
reaksiyon orneginde 1,4-iki ikameli, 1,2,3-triazollerin olusumu icin secicidir ve her

ikisi de Click reaksiyonlar1 kavraminda bir devrime yol acmistir (Sekil 2.2) [36].

2.1.1.3 Gergin Halkal1 Azid-Alkin Siklokatilma (SPAAQ)

Reaksiyonlari

S S

Sekil 2.3 SPAAC Click reaksiyonu i¢in bir 6rnek

Triazol bag ile sentezlenen ila¢ molekiillerinin uygulamalar1 disinda, azid-alkin
siklokatilma reaksiyonlar1 spesifik protein/viriis modifikasyonlar1 ve hiicre
ylizeylerinin fonksiyonlastirilmas1 gibi cesitli biyolojik uygulamalar icin de
kullanilmistir. Bu tiir uygulamalarda gecis metal katalizorlii reaksiyonlarda
bulunan metal tuzlarin canli hiicrelere zarar verebilecegi i¢cin kulanilmasi tavsiye
edilmez. Bakirin yiiksek konsantrasyonlarinda sitotoksik olmasi nedeniyle bakir

tuzlar1 oligoniikleotid ipliklerini bozar. Bu durum metal Kkatalizorlerin
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kullanilmadan uygulanabilecegi Click reaksiyonlarinin arastirilmasina neden

olmustur [36].

Elektronca yetersiz olan alkinlerin kullanimi, katalizérsiiz bir azid-alkin
siklokatilma reaksiyonunun hizini artirmak icin tercih edilmistir. 1960 yilinda
yliksek verimli triazol {iriinii olusturmak icin diizenli bir siklookten ve daha az
kararli bir sikloalkin arasindaki hizl siklokatilma reaksiyonu rapor edilmistir. Bu
reaksiyon icin siklooktin yaklasik 18 kcal/mol'luk 6nemli bir halka geriliminin
serbest birakmasi itici bir giictiir [36]. Bertozzi ve arkadaslari, birlesme reaksiyon
hizim1 artirmak icin click reaksiyon tiirii olarak gergin halkali azid-alkin
siklokatilma (SPAAC) reaksiyonunu gelistirmislerdir. Bu click reaksiyonunun
biyokonjugasyon uygulamalarinda kullanilma olasiligini arastirmislardir [43].
Buna ek olarak, diger siklokatilma reaksiyonlarina kars1 reaktivitesini artirmak
amaciyla siklooktin sistemi iizerindeki elektron c¢ekici gruplarini (EWGs)
tanitmiglardir. Mono- ve difloriitlestirilmis siklooktin tiirevleri, siklokatilma
reaksiyonlar icin ikinci dereceden hiz sabitlerinin degerlerinin artirmasini
saglayan diisiik enerjili bir LUMO’ya sahip olacak sekilde hazirlanmistir (Sekil 2.3)
[36, 44]. Bununla birlikte siklooktin tiirevlerinin sentezlenmesi zor oldugu icin

SPAAC’nin kullanimini sinirlamistir [39].

Boons ve arkadaglar1 ise farkli bir strateji uygulamiglardir. Buna gore benzil
gruplarina bitisik alkin ile fonksiyonlandirilmis siklookten molekiil halka
gerginligi giderek artmistir [36, 37, 45]. Boons ve arkadaslar1 azidler ile
reaksiyonun meydana gelmesi icin bu benzil grubu tiirevlerinin kullanilmasini
basarmislardir ve vyasayan hiicrelerde glikonjugatlari metabolik olarak

etiketleyerek gorsellestirmede bu strateji kullanilmistir [45].

2.1.2 Tiol Tabanl Click Reaksiyonlari

Bir asirdan fazla siiredir bircok farkli kimyasal reaksiyon tiirlerinde tiyoller
kullanilmistir [37]. Tiyoller farkli fonksiyonel gruplar ve cok cesitli substratlar ile
reaksiyona girebilirler. Bu reaksiyonun ozellikleri ise ytiksek verimli olup takip
edilmesi kolaydir. Genel olarak, bu reaksiyonlarin cogu tehlikesiz sartlar altinda
olusmaktadir ve siradan organik sentezlerde, polimerizasyonda ve yiizey

fonksiyonlastirilmasinda kullanilmistir. Tiyoller cesitli reaktivite oOzelliklerine
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sahip olmasi nedeniyle cok iyi bir konjugasyon araci olarak kullanilmislardir ancak
bu durum tiyolleri bircok yan reaksiyona karsi daha duyarli hale getirmistir [36].
Bu 6zelliklerinin yani sira 6zellikle diisiitk molekiil agirligina sahip olan tiyollerin
pis kokusu ve diisiik kararlilig1 gibi dezavantajlarini ortadan kaldirmak icin cesitli
stabilizator derisim miktar1 ve monomer sentezi i¢in yeni yontemler gelistirilmistir
[36, 46]. Tiyoller ile ilgili olarak bircok reaksiyon yontemi ve kinetigi literatiirde
mevcuttur ve tiyol bilesiklerin cogunu hazirlamak oldukca kolaydir [47]. Uygun
substrat secimi ve dikkatli kullanilmasi tiyollerin cogu dezavantajini ortadan
kaldirabilir, tiyoller click kimyasinin ara¢ kutusundaki etkili {iyelerden biridir

[36].

1893 yillinda Goodyear tarafindan doymamis polimerleri capraz baglamak icin
stilfiir elementini kullanarak gelistirilmis bu yonteme sertlesme (vulkanizasyon)
ad1 verilmistir [36]. 1893 tarihinden beri, siilfiir ve tiyoller kullanimi1 kolay
konjugat araclar1 olarak goriilmiistiir. Tiyollerin bu reaksiyonlari, radikal

reaksiyonlar ve niikleofilik reaksiyonlar olarak siniflandirilabilinir [36].

2.1.2.1 Tiyollerin Radikal Click Reaksiyonlari

Tiyol reaksiyonlar1 1sitk ya da radikal bir baglaticinin varliginda alkenler ve
alkinlere gore daha kolay ilerler. Bu reaksiyon tiirleri katalizor olarak herhangi bir
gecis metaline ihtiyac duymadan biyolojik uygulamalarda fonksiyonel
molekiillerin hazirlanmasi sirasinda bir konjugasyon yontemi olarak siklikla tercih
edilmistir. Bu tiir reaksiyonlar tarafindan iiretilen tiyoeter baglari, giiclii asitlere,

giiclii bazlara ve indirgenmis sartlara kars1 daha kararhdir.

ilk kez 1905’te Posner tarafindan alkenler ile tiyollerin reaksiyonu ortaya atilmistir
[48]. Bu reaksiyonlarda ya radikal bir baslatici kullanarak ya da dogrudan bir 254
nm dalga boyuna sahip bir UV 1sik kaynag: kullanilarak tiyoller baslatilmistir.
Tiyolerin 1sinlanmasi, S-H baginin homolizini destekler, bu da bir tiyil (thiyl)
radikalinin olusmasini saglar [49]. Cramer ve arkadaslari, diisiik dalga boyuna
sahip olan bir UV 151k kaynaginin kullanilmasiyla tiyollerin kendiliginden radikal
reaksiyonuna basladigin1 gostermislerdir. Alken ile thiyl (tiyil) radikal
reaksiyonlar1 alan segici olup cesitli fonksiyon gruplarini tolere edebilirler.

Reaksiyon kosullar1 iliman olup su ve oksijen ile uyumludur. Bu o6zelliklerine ek
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olarak, tiyollerin kendiliginden baslama 06zelligi tiyol-ene reaksiyonunun cok
kullanish bir click reaksiyonu statiisiinde olmasini saglamistir. Bu reaksiyonlar

genellikle bir alkenin hidro-tiyolasyonu olarak adlandirilmistir (Sekil 2.4) [36].

hv yada O— S H
radikal baslatici
ol " \_<o

Sekil 2.4 hy ya da bir radikal baslaticinin varliginda bir C=C baginin
hidrotiyollasyonu

Bu tiyol-ene radikal reaksiyonlar1 bazen radikalin rekombinasyon reaksiyonlar1
yoluyla istenmeyen yan iiriinlerin olusmasina neden olabilir. Tiyollerin dogrudan
1sima yolu ile reaksiyonu baslatmasi bir avantaj olmasina ragmen, reaksiyon
hizlari, radikal olusum hizinin bir sonucu olarak oldukca yavastir. Reaksiyon
hizlari, foto baslatici kullanilarak 6nemli 6l¢iide gelistirilmistir. Baslangigtaki
calisma ve uygulamalar, benzofenon gibi hidrojen koparan baslaticilarinin
kullanimina dayaniyordu. Daha sonra, dimetoksifenilasetofenol (DMPA,
ultraviyole baslatici icin) ve fosfin oksit (goriiniir 151k baslaticisi icin) gibi Norrish
tip 1-fotobaslaticilarinin kullanimiyla bu reaksiyon hizlarinin son derece arttigi

tespit edilmistir [36].

2.1.2.2 Tiyollerin Niikleofilik Katilma Click Reaksiyonlari

Tiyoller ve tiyolat (thiolate) anyonlar1 cok iyi birer niikleofildir. Cesitli click
reaksiyonlar1 epoksiler, izosiyonatlar, halojeniirler ve Michael alicis1 gibi
elektrofilik substratlar tizerindeki tiyollerin niikleofilik ataklari temel alinarak
gelistirilmistir. Bu tiir reaksiyonlarda genellikle katalizor ya da foto baslatici
olarak gorev yapan fotolatent bazlar tarafindan baslatilmistir [50]. Reaksiyon hizi

ise substrat, tiyol ve tiyolat iyonlarina baglidir [36].

2.2 Diels-Alder Reaksiyonlar1

Diels-Alder (DA) reaksiyonu organik kimyada en ¢ok kullanilan click reaksiyon
cesitlerinden biri olup 1928 yillinda Otto Diels ve Kurt Alder tarafindan
kesfedilmistir [51]. Bu kesif ile 1950 yillinda Diels ve Alder Nobel kimya 6diiliini
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almaya hak kazanmiglardir. DA reaksiyonunun tercih edilmesinin nedeni basit,
hizli, genis alanlarda uygulanabilirligi ve 1liman reaksiyon sartlarinda
gerceklesebilir olmasidir [52]. DA reaksiyonlari, karbon-karbon baglarinin es

zamanli olusumunu ve yikimini kapsar [53-55].

A — )
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Sekil 2.5 A) Normal elektron talepli Diels-Alder (DA) reaksiyonu, B) hetero-DA
reaksiyonu ve C) ters elektron gereksinimli DA reaksiyonu

Dienin en yiiksek dolu molekiil orbitali (HOMO) ile dienofilin en diisiik bos
(kullanilmayan) molekiil orbitalinin (LUMO) eslestirilmesiyle DA reaksiyonunun
etkinliginin, elektronca zengin dienler ve elektronca fakir dienofiller kullanilarak
arttig1 bulunmustur [52]. DA reaksiyonu, sabit bir siklohekzen iiriinii elde etmek
icin elektronca zengin bir dien (furan ve onun tiirevleri, 1,3 siklopenta dien ve
onun tiirevleri vb.) ve elektronca fakir dienofil (maleik aist ve onun tiirevleri, vinil
keton vb.) arasinda dogrudan bir [4+2] siklokatilma reaksiyonu olarak meydana
gelir (Sekil 2.5A). Dien ve dienofil ayni molekiiliin bir parcasiysa, intramolekiiler
DA siklokatilma olarak adlandirilmistir. Ayrica, DA reaksiyonlarindan dien ya da
dienofilden en az birinin heteroatom (azot, oksijen gibi) icerdigi bilinir; bu
reaksiyonun tamami hetero-DA reaksiyonlari olarak adlandirilmistir (Sekil 2.5B)
[39]. DA reaksiyon mekanizmasi bir diradikali kapsayan iki basamakli bir
mekanizma ya da tek basamakli bir mekanizma ile gerceklesip gerceklesmedigi

DA reaksiyonun kesfinden beri tartisilmistir. Bugiin de gecerli olan goriis, DA
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siklokatilmanin halkali bir gecis durumu iceren es zamanl bir reaksiyon oldugu
seklindedir [39, 56-60]. DA mekanizmasi, etilen ve 1,3-butadien reaksiyon
partnerleri kullanilarak aciklanmistir. Bununla birlikte, reaksiyon partnerleri
icindeki ters elektron dagilimi nedeniyle yavas reaksiyon kinetigine sahiptir.
Elektronca fakir dienofiller ile elektronca zengin dienler reaksiyona girmesiyle
olusan (Normal elektron talepli DA reaksiyonu), bu siklokatilma cok daha hizli

¢

ilerler. Bu nedenle, tipik DA reaktanlarinda “iyi” dienler alkil zincirleri gibi
elektron veren gruplari ikame eden, reaktif dienofiller ise karboniller, ketonlar,
karboksiller, nitriller veya halojenler gibi elektron c¢eken gruplari yapilarinda
bulundururlar. DA siklokatilmanin en biiyiik avantaji tahmin edilebilir
stereokimyaya sahip olmasi [39] olup ayrica ekonomik ve yiiksek verimli
olmasidir; doymamis 6 iyeli halkalar1 sentezlemek icin kullanilan en giicli
yontemlerden biridir [55]. Genellikle elektronca zengin dienler ve elektronca fakir
dienofiller normal elektron gereksinimli DA reaksiyonuna ek olarak, iki reaktant
arasindaki elektron dagilimina alternatif bir reaksiyon olarak ters elektron
gereksinimli DA (iEDDA) reaksiyonu tanimlanmistir. iEDDA reaksiyon boyunca,

alt1 iiyeli bir halka elektronca fakir bir dien ve elektronca zengin bir dienofil

arasinda olusmustur (Sekil 2.5C) [39, 58, 61].

Geleneksel DA reaksiyonlar1 gibi, iEDDA reaksiyonu da bir¢ok uygulama alaninda
ciddi bir katki saglamistir. iEDDA reaksiyonu yiiksek verimli ve iliman kosullar
altinda, hizli ve basit olarak iki molekiilii birlestirerek karmasik molekiillerin
sentezi, biyo-etiketleme, ila¢ ve malzeme bilimi gibi cesitili alanlarda
kullanilmistir. 1949 yillinda Bachmann ve Deno tarafindan elektronca fakir bir
dien ile elektronca zengin bir dienofil arasindaki iEDDA reaksiyonu kesfedilmistir
[62]. Frointer Molekiil Orbitali (FMO) teorisi, dienlerin HOMO’su ile etkilesime
giren dienofilin LUMO’suna karsilik gelir. 2008’de birbirlerinden bagimsiz olarak
hem Hilderbrand [9] hem de Fox [10] tarafindan potansiyel bir click kimyasi
yontemi olarak tanimlanmistir ve 2008’den bu yana hem biyokimya hemde

malzeme alaninda genis captaki kullanimi giderek artmistir [52].

Diels-Alder reaksiyonu ve hetero-Diels-Alder reaksiyonlar1 dahil olmak iizere

cesitli siklokatilma reaksiyonlar1 click reaksiyonu olarak kullanilmistir. Bununla
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birlikte, tiim bu reaksiyonlar arasinda, konjugasyon metodlar1 olarak kesinlikle

uygulanamaz ya da sinirl olarak uygulanabilir bir uygulama bulunmamastir [36].

2.2.1 Diels-Alder Reaksiyonun Avantajlar:

DA reaksiyonu organik kimyada 6nemli bir rol oynamistir [55] ve farmasotik veya
biyomedikal uygulamalar icin giin gectikce giderek 6nemi artmistir. Uygun dien-
dienofil ciftleri (6rnek: furan ve maleimit) kolayca elde edilebilir ve ilgili
molekiiller duyarl (reaktif) parcalar ile kolayca fonksiyonel hale gelebilirler. DA
reaksiyonu, suyun icerirsinde kolaylikla gerceklesebiliyor olmasi, pahali ve toksik
coziiciilere ihtiyac duyulmamasi gibi bir takim avantajli 6zelliklere sahiptir. Ilging
bir bicimde, hem aktiflestirilmis komplekse hidrojen baglanmasi ve hem de
reaktantlar arasinda kuvvetlendirilmis hidrofobik etkilesimler nedeniyle su icinde
biiyiik oOlctide hizlanmistir [63-65]. Fakat en dikkat cekici ozelligi, DA
reaksiyonun, reaksiyon kinetiginin 1liman reaksiyon kosullar1 altinda yavas
olmasina ragmen oda sicakliginda gerceklesebilir olmasidir [66-68]. Tibbi
iirlinlerde ve cihazlarda, kullanilan malzemelerin saflig1 ve giivenligi 6n kosul
olmasi  nedeniyle @ DA  reaksiyonu, polimer-ilac  konjugasyonlarinin
hazirlanmasinda veya hedeflenen nanoparcaciklarin gelistirilmesinde kullanish
bir biyokonjugasyon reaksiyonudur. Bununla birlikte, hem denge doniisiimiiniin
hem de reaksiyon hizinin dien-dienofil ciftinin ikame modeline bagh oldugu
belirtilmistir [69]. Cogu durumda, katalizor veya baglatici kullanilmasina gerek
olmadigi i¢in ve yan iiriin olusmadigi icin elde edilen iiriiniin saflastirilmasi gerekli
degildir. Ozellikle polimerler, dendrimerler, proteinler veya niikleik asitler gibi
makromolekiiler reaksiyona dahil oldugu zaman bu 6zellikleri 6nemlidir. Sulu
ortamlarda ve katalizorsiiz olarak oda sicakliginda gerceklesen DA reaksiyonu yan
iirtin olusturmadig: icin ila¢ salimi ve doku miithendisligi icin iiretilen hidrojeller
gibi in situ ile olusan materyalleri hazirlamak icin etkili bir capraz baglanma
yontemidir. Bu o6zelliklerin aksine, reaksiyonun tersinebilirligi hem avantaj hem
de dezavantaj olarak diisiiniilmiistiir. Ornegin, DA siklokatilma/retro DA (rDA)
reaksiyonu fonksiyonel gruplarin1 korumak veya koruyucu grubu uzaklastirmak
icin kullanilmistir. DA/rDA dengesi kontrollii ila¢ salim sistemlerinin tasarlanmasi

ve parcalanabilir ya da kendi kendini onaran materyallerin hazirlanmasinda
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kullanilmistir. Diger bir yandan, eger biyokonjugasyon reaksiyonlar1 gibi kararl
bilesikleri elde etmek gerekirse, DA reaksiyonun tersinebilirligi sorun
olusturabilir. Ilging bir bicimde, DA reaksiyonunun terslenebilirligi secilmis uygun
dien-dienofil cifti ya da ¢oziicii sisteminin degisimiyle kontrol edilebilir [39, 68,
69].

2.2.2 Diels-Alder Reaksiyonunun Farmasotik ve Biyomedikal

Uygulamalar

DA reaksiyonun farmasoétik ve biyomedikal alanindaki uygulama 6rnekleri, ilag
salimi1 ve doku miihendisligi icin hidrojellerin olusturulmasi, nanomalzemelerin
montaji veya demontaji, biyokonjugatlarin sentezi, ylzeylerin
fonksiyonlandirilmasi, dallanmis polimer ve dendrimerlerin sentezi,

kopolimerlerin sentezi gibi dikkat cekici uygulamalara sahiptir.

Sekil 2.6’da DA reaksiyonunun farmasoétik ve biyomedikal miihendisligindeki bazi
uygulamalar gosterilmistir. Ozelliklerinden dolayi, furan-maleimid cifti gorselde
ornek olarak kullanilmistir. DA siklokatilmasi dendrimenlerin ve kopolimerlerin
sentezi icin kullanilan secici ve etkili bir birlesme reaksiyonudur (Sekil 2.6(A)).
Bu baglamda furan ve maleimidin siklokatilmasi, 6rnegin radikal polimerizasyonu
esnasinda maleimid fonksiyonelligini koruyabilir (Sekil 2.6(B)). Biyomedikal
alaninda, geleneksel DA reaksiyonu yani sira Ozellikle iEDDA reaksiyonu,
biyokonjugasyonda uygulanabilir. Ornegin, DA siklokatilmas: peptitler, antikorlar
veya optomerler gibi hedefleyici ligandlarla ila¢c salim sistemlerinin
fonksiyonlastirilmas1 icin kullanilmistir (Sekil 2.6(C)). Ilac salim sistemleri
kapsaminda, DA/rDA dengesi nanoparcacik tasiyicilari veya hidrojellerden aktif
bilesenlerin salimini hem kontrol etmek hem de siirdiirmek icin kullanilmistir
(Sekil 2.6(D)). Benzer stratejiler hiicreye yapisan peptitler veya hiicre dis1 matris
(ECM) proteinleri gibi biyomolekiiller ile yiizeylerin fonksiyonlandirilmasi icin

uygulanmistir (Sekil 2.6(E)).
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A Synthesis of copolymers (e.g., A-B diblock copolymers)
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B Protection of the maleimide functionality (e.g., during radical polymerization)
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C Bioconjugation (e.g., functionalization D Diels-Alder mediated drug release
of nanoparticles with antibodies)

E Functionalization of surfaces (e.g., with cell adhesion peptides)
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Sekil 2.6 Farmasotik ve biyomedikal mithendisliginde DA reaksiyonunun bazi
uygulamalari [39]

En sonuncusu olan DA reaksiyonu, hidrojellerin hazirlanmas: igin capraz
baglanma yontemi olarak kullanilmistir (Sekil 2.6(F)). Hidrojellerin bu tiirleri,
biyofarmasotikler icin kontrollii salim sistemleri olarak veya hiicre

transplantasyonu icin ii¢ boyutlu iskelet olarak gorev yapabilirler [39].
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2.3 Tetrazin Ters Elektron Gereksinimli Diels-Alder

Reaksiyonu

2.3.1 Tetrazinler

iEDDA reaksiyonu icin istekli dienlerin en 6nemlisi olan tetrazin molekiilii, dort
azot atomu iceren alti-liyeli bir aromatik halkadan olusup ii¢ farkli izomere
sahiptir. Bu izomerler arasinda iEDAA reaksiyonu i¢in en yaygin olarak kullanilani
1,2,4,5-tetrazindir ve bazen s-tetrazin olarak da isimlendirilir. iEDDA tersinmez
bir reaksiyondur ve biyo-etiketlemek icin geleneksel Diels-Alder reaksiyonuna

gore daha cok tercih edilmistir [70].

Eski tarihli bir kimya olan tetrazin kimyasi ilk defa Carboni ve Lindsey tarafindan
rapor edilmis, son yillarda ise yeni sentez yontemlerinin gelistirilmesiyle ve
biyoortogonalite kavraminin ortaya c¢ikmasiyla tekrardan dikkat cekici hale
gelmistir [71]. I[EDDA icin 6nemli bir partner molekiil olan trans-siklooktenin
(TCO) 2008 yillinda Fox ve digerleri tarafindan etkin sentezi icin yeni bir
fotokimyasal yaklagim rapor edilmis [10, 72] ve daha sonra 2012 yillinda Devaraj
ve digerleri tarafindan tetrazin sentezi icin Lewis asit katalizoriinii iceren etkili bir
sentez yontemi onerilmistir [5]. Bu ve buna benzer calismalar eski bir kimya
yontemi olan tetrazinin tekrardan ilgi cekici hale gelmesine ve hatta biyo-organik
kimyada yeni bir ufuk acan yontem haline gelmesine neden olmustur. Tetrazin
ligasyonu molekiillerin goriintiilenmesinde [9, 13, 30, 73, 74], hiicreden hiicreye
baglanmasinda [75], cesitli polimer mimarisinin {iretiminde [76-80], hidrojel
sentezlerinde [81], yiizey bicimlendirilmesinde [82], mikrodizilim
teknolojilerinde [83, 84], protein-polimer konjugatlarinda [85] ve diger
biyokimyasal uygulamalarda son derece basarili olarak uygulanmistir. Elektronik
ozelliklerinin yani sira, son yillarda tetrazinin sterik etkileri de dikkat cekici
olmustur. iEDDA reaksiyonlar1 ¢oziiclisiiniin polaritesi veya iyonik giiciinden az
etkilenmesine ragmen bu reaksiyonun hidrofobik etkiler nedeniyle biiyiik olciide

sulu ortamlarda hizli olmasi dikkat ¢ekicidir [86].
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2.3.2 IEDDA Reaksiyonunun Mekanizmasi

Diels—Alder [4+2] siklokatilmasi, dienofilin 2m-elektronlar1 ile dienin 4-
elektronlarinin arasindaki suprafacial (geometri izinli) etkilesimler ile bir 4+ 27
seklinde 6-tiyeli bir halka olusturmak icin bir dien (1,2,4,5-tetrazin) ve bir de

dienofil (alken veya alkin) arasinda gerceklesen reaksiyon olarak tanimlanmaistir.

Elektronca zengin bir dien ile elektronca fakir bir dienofil arasinda gerceklesen
reaksiyon normal elektron gereksinimli Diels—Alder reaksiyonu; elektronca zengin
bir dienofil ile elektronca fakir bir dien arasinda gerceklesen reaksiyon ise ters
elektron gereksinimli Diels — Alder (iEDDA) reaksiyonu olarak adlandirilmistir

(Sekil 2.7).

Elektronca zengin dien

EDG EDG
/ Normal DA
+ IL —
> EWG EWG
Elektronca fakir dienofil
Elektronca fakir dien
EWG EWG
7 Il\ iEDDA
+ —_—
NS
EDG EDG

Elektronca fakir dienofil

Sekil 2.7 Normal Diels — Alder ve Ters Elektron Gereksinimli Diels-Alder
(iEDDA) reaksiyonlarinin genel mekanizmasi
(EDG: Elektron Verici Grup; EWG: Elektron Cekici Grup)

Lindsey ve ark. tarafindan 1959 yilinda ilk olarak tetrazinlerin, doymamis
bilesenleri ile reaksiyona girebilecegi ortaya atilmistir [71]. Uygun bir alken,
tetrazinin —C=N-N=C- dien sistemine 1,4- katilmasiyla yiiksek verimli DA
reaksiyonu vererek gergin cift halkali (bicyclic) bir ara {iriin ortaya cikarir. Gergin
halkali bu ara iiriin kararsiz olup molekiilden 6nce nitrojenin (N,) ayrilmasi
sonucunda 4,5-dihidropiridazin, ardindan izomerlesme ile 1,4-dihidropiridazin
izomerlerine dontisiir ve son olarak oksitlenme ile piridazin iirtinii olusturur (Sekil

2.8) [12].
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Sekil 2.8 Dienofil ve tetrazin arasindaki iEDDA reaksiyonun mekanizmasinin
sematik gosterimi

2.3.3 IEDDA Reaksiyonlarinin Elektronik Ozellikleri

Frointer Molekiiler Orbital Teorisine (FMO) dayanarak, iEDDA reaksiyon
kinetikleri, reaktantlarn HUMO ve LUMO arasinda karsiik gelen enerji
farkliliklar ile belirlenmektedir (Sekil 2.9). Ozellikle, daha kiiclik bir HUMO gienofit
— LUMOy;n arasinda olusan enerji farkliligi nedeniyle dien/dienofil ciftleri daha iyi
iEDDA reaksiyonu vermektedir [12, 86]. Sauer ve Boger tarafindan yapilan
organik coziiciilerdeki kinetik calismalar, sulu ortamda gerceklesebilen hizli
iEDDA bioortogonal reaksiyonlarinda kullanilmak iizere uygun reaktantlar
bulmak icin caba gosterilmistir. Tetrazin ve dienofil ciftlerini olustururken
gosterilen o6zen sonucunda iEDDA reaksiyonlarinin dikkat cekici bir sekide
hizlandig1 gozlemlenmistir ve biyoortogonallik 6zelligi ortaya konmustur [12].
Bununla birlikte, iEDDA reaksiyonlar1 FMO’ya uygun olarak, 3- veya 6-
pozisyonlarinda ya da her ikisinde elektron ikame edicilerin bir sonucu olarak
diisik LUMO enerjilerine sahip olduklarinda tetrazinlerin reaktivitesi artmistir
[86]. iEDDA kinetiklerine etki eden diger faktorlerse, iEDDA partnerlerindeki
siibstitiientlerin elektronik etkileri, gerginlik etkisi, stereokimyasal etkisi, yapisal

(sterik) etkisi, ¢coziicli ve pH'1n etkisidir [12].
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Sekil 2.9 Normal ve ters elektron gereksinimli Diels-Alder reaksiyonunun sinir
molekiileri orbitali [12]
(EDG, HOMO’nun seviyesini artirirken; EWG, LUMO’nun seviyesini diisiiriir.)

Genel olarak, doymamis bilesik olarak gergin alkenler veya alkinler (6rnek:
norbornenler, siklooktenler, trans-siklooktenler (TCO) ve siklopropanlar)
kullanilmistir; bununla birlikte, son zamanlarda vinilboronik asitler, dienofiller
icin uygun oldugu rapor edilmistir [86]. 1990’larin sonunda Sauer tarafindan
kinetik arastirmalar detaylandirilarak en hizli iEDDA reaksiyonunun gergin 8-

tiyeli halka sistemli dienofiller tarafindan verildigi gosterilmistir [87].

2.3.4 Tetrazin Tiirevlerinin Sentezi

Geleneksel olarak tetrazinlerin sentezinde, hidrazinler ve uygun onciiller (6rnek:
aromatik/alifatik nitriller ve imido esterler) ile reaksiyona girerek
dihidrotetrazinlerin elde edilmesi ve ardindan bu ara bilesigin oksidayonu sonucu
reaktif tetrazin cekirdeklerinin olusmasi takip edilmektedir. Son yillarda, karbon-
karbon bagi olusumuna dayanan yeni metotlar ile 6zellikle floresans boyalarla

fonksiyonlastirilan tetrazin tiirevlerinin {iretilmesi icin arastirilmistir [12].

2.3.4.1 Tetrazinin Hazirlanmasi icin Klasik Metotlar

Ilk olarak, 1893 yillinda Adolf Pinner tarafindan tetrazinlerin sentezlenmesi icin o
giine kadar gelistirilmis olan en iyi yontem bildirilmistir [88]. Pinner’e gore
amidrazonara tirlniiniin olusumunu saglayan hidrazin ile imido esterlerin
reaksiyonu sonunda fazla kalan hidrazin ile reaksiyona girerek dihidrotetrazin
olusmaktadir ve ardindan oksidasyon ile tetrazinler olusmustur (Sekil 2.10a)
[88]. Bir diger iyi tasarlanmis ve muhtemelen en sik kullanilan tetrazin sentezi

yontemi ise hidrazin iceren iki aromatik ya da alkil nitrillerin kondenzasyonudur
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(Sekil 2.10b(i)). Baslangic maddelerinin tiiriine bagh olarak hidrazin, cogu kez
yardimc1 ¢ozilicli olarak THF veya etanol ile birlikte hidrat (sulu bilesim) ya da
sussuz (anhidrat) olarak kullanilmistir. Bu yontem yararli olmasina ragmen, zor
bir saflastirma yontemi gerektirir. Ayrica, amacg iki siibstitiientli asimetrik
tetrazinlerin hazirlanmasiysa bu nitril esasli yontem sinirhidir (Sekil 2.10b(i)).
Bilesenlerin birinin asir1 kullanilmasiyla, asimetrik tetrazinler diisiik bir verimle
(% 22) ve nispeten kiiciik 6lceklerde elde edilmistir [89]. Ek olarak, bir nitril ve
formamidin asetatinin yogunlasma reaksiyonu tek siibstitiientli tetrazinlerin

olusumu ile sonuc¢lanmistir (Sekil 2.10b(iii)) [12].

Katalizor olarak siilfiiriin eklenmesi hem simetrik hem de asimetrik tetrazinlerin
sentezi icin genis Ol¢lide arastirilmis olunup reaksiyon veriminin iyilestirilmesine
neden olmustur (% 60-70, Sekil 2.10b(iv)) [90, 91]. Bu kosullar aromatik
tetrazinlerin sentezinde basariyla kullanilmis olmasina ragmen, alkil tetrazinlerin

sentezlerinde ise cok diisiik verim elde edilmistir [12].

Son yillarda, tetrazinlerin sentezi icin yeni sentez yOntemleri arastirilmistir.
Devaraj ve digerleri tarafindan gelistirilen, hidrazinin niikleofilik katilimini
artirmig ve aktif olmayan alkil nitriller de dahil olmak {izere nitrilleri koordine
etmis, nitrillerin aktivasyonu icin katalizor olarak Lewis asitlerin kullanimini rapor
etmislerdir. Nikel ve cinko trifatlarin yiiksek verimli hem simetrik hem de
asimetrik dialkil tetrazinlerinin tek kap sentezinin miimkiin oldugu gosterilmistir
(Sekil 2.10b(v)) [5]. Daha sonra, Ni(OTf), katalizorlii gram-skala olcekli sentezi,
yliksek verimde (%75) asimetrik tek ikameli tetrazinlerin elde edilmesinde
kullanilmistir (Sekil 2.10b(vi)), fakat sadece siilfiir yiikseltgenli reaksiyonunda
%20’den diisiik verimle elde edilmistir [92]. Yiiksek verim elde edilmesine
ragmen, bu tek adim sentez yontemi substratin tercihinde bazi sinirlamalara
sahiptir. Hidrazin ve 1sitma kosullar1 ya niikleofilik katilma veya karboniller ve
alkil halojentirler gibi indirgenmeye duyarli birkag¢ fonksiyon gruplariyla uyumlu
degildirler. Bu sinirlamalarin iistesinden gelebilmek icin alkilhidrazinler PCls ile
muamele edilerek 1,2-diklorometilen hidrazin elde edilmistir ve ardindan hidrazin
kondenzasyonu ve oksidasyonu yapilarak (a)simetrik ikameli tetrazinlerin

sentezinde kullanilmistir (Sekil 2.10c) [73].
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Sekil 2.10 a)imidoesterler, b) nitriler, c) akilhidrazinler ve d) niikleofilik
aromatik ikame kullanilarak tetrazinler i¢in klasik sentez metotlar1 [12]
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Bu genel yontem ile elektron cekicici gruplari (EWG) ve alifatik siibstitiient iceren
hem simetrik hem de asimetrik tetrazinler, az bir verim ile sentezlenmistir [93].
Mikrodalga i1simasinin tetrazin olusumunda reaksiyon siiresini 5-6 saatten 30
dakikaya diisiirerek verimi %10-20 arasinda arttirdigin1 gostermistir [94, 95].
Tetrazin sentezi icin yaygin olarak kullanilan diger bir yontem ise ilgili
onciillerden baslayarak (6rnegin, metiltiyo-1,2,4,5-tetrazin, 3,6-dikloro-1,2,4,5-
tetrazin, 3,6- (3,5-dimetilpirazolil) -1,2,4,5-tetrazin) niikleofilik aromatik
siibstitiisyondur (SyAr) (Sekil 2.10d)[12, 96].

2.3.5 Biyolojik Sistemlerde IEDDA Reaksiyonunun Secilmis

Uygulamalar

IEDDA ligasyonlarinin biyoortogonal yaklasimlarda kullanilmas: oldukca ilgi
gormektedir. Boylece proteinler, antikorlar, niikleik asitler, yaglar, glikanlar veya
biyoaktif kiiclik molekiiller gibi biyomolekiillerin fonksiyon ve davranislarini
anlamak icin kullanilmistir. Ornek olarak, diisikk konsantrasyonlu biyolojik
ortamlarda yiiksek hizli kinetige sahip olan tetrazin-TCO ligasyonunun 6zellikle
hizli biyolojik siireclerin izlenmesi ve goriintiilenmesi i¢in faydali olmustur [97,
98]. “Tetrazin ligasyonu” uygulamalarinin siiper ¢oziiniirliikte goriintiilemek icin
yasayan hiicreler ile diisiik miktarda proteinlerin floresans etiketlemesi [99], canli
hiicrelerde biyoaktif kiiciik molekiillerin ve proteinlerin hedeflerinin belirlenmesi
[100], canli sistemlerde proteinin profilinin ¢izilmesi [101] ve DNA ve mRNA’nin
diziye 6zgii tespit edilmesini [102] kapsar [12]. Son yillarda oldukca etkin olarak

kullanilan bu kimyanin sayisiz 6rnegini gormek miimkiindiir.

Bir diger ornekte Fox ve Hilderbrand, 2008'de trans-siklookten ve norbornen gibi
gergin yapida olan alkenler ile tetrazin bazli siklokatilma reaksiyonunu canli hiicre
goriintiilemede kullanmistir [103-105]. Bu reaksiyon yiiksek hizi nedeniyle tani
ve teshis sistemlerinde daha kisa sonuc alma avantaji saglamaktadir. Ozellikle
tetrazin ve trans-siklokten arasinda gerceklesen iEDDA reaksiyonu ile tiimorlii
hiicre ve PET goriintiinleme, protemiks gibi in vitro calismalarda ve in vivo
goriintiileme gibi uygulamalarda oldukca fazla yer bulmaktadir [106-113]. Sekil

2.17’de bu hizli reaksiyonlarin kullanildig in vivo ¢calismalara 6rnekler verilmistir.
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Gortldiigti gibi canli organizmalarda gerceklesen reaksiyonlar ile hedefleme ve

goriintiileme calismalar1 yapilmastir.

Devara), N K.; Tharber, G. M.; Kelther, E.J.; Marinelll. B,; Welssledar, R, PNAS, 2012 109, 47624767
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Noves, A A Stockmann, H.; Wainman, Y. A Kuo, J,
C. M. Fawoatt, S Leeper, F. J.; Brindie, K. M, 8
Biccosjupate Chem. 2013, 24, 934.041. ¢

Sekil 2.7 Tetrazin-trans-siklookten reaksiyonlarinin kullanildig1 6rnek
uygulamalar

2.4 Biyoortogonal Yaklasimlar

Canli sistemlerde biyolojik stirecler oldukca karmasiktir fakat ayni zamanda
biyolojik ve biyomedikal arastirmalarda bu siireclerin aydinlanmasi oldukca
onemlidir. Biyolojik siireclerin molekiiler diizeyde detayli olarak arastirilmasi aktif
biyolojik problar1 olusturmak icin cesitli biyokonjugasyon stratejileri olusturmak
amaciyla gelistirilmistir [114]. Biyoortogonal reaksiyonlar, biitlin sisteme
miidahale etmeden ya da biyomolekiiller arasinda herhangi bir etkilesim
olmaksizin biyolojik sistemler icinde devam edebilen kimyasal reaksiyonlar olarak

tanimlanmistir [115, 116]. Biyoortogonal kimya, biyomolekiilerin yapisi ve
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fonksiyonlarini ve canli sistemler ile hiicre manipiilasyonlarini inceleyerek
reaksiyonun gerceklesmesini kolaylastiran giiclii bir arac olarak ortaya ¢ikmistir
[117]. Uygun sartlar altinda secici ve etkili olarak ilerleyebilen bir kisim
biyoortogonal reaksiyonlar hizli kinetige sahip, sulu ortamlara karsi toleransli,
yiiksek secicilik ve dogal olarak olusan fonksiyon gruplari ile uyumlu 6zelliklere
sahiptir [34].

Biyoortogonal reaksiyonlarin ideal tamamlayic1 bilesenleri, biyolojik sistemlere
kars1 inert (etkisiz) ve toksik olmamalidir, ancak biyolojik ortamda
bulunuklarinda birbirleriyle segici, biyouyumlu ve reaktif olmalidir [34]. Bu
ozellikleri ile biyoortogonal reaksiyonlari, biyomolekiilleri kendi dogal
konumlarinda etiketlemede giiclii birer aractir. Hedef biyomolekiillere (seker,
protein vb.) dahil edilen islevsel gruplar, biyoortogonal reaksiyonlar i¢in segici
partner molekiiller olarak kullanilarak iki adimli tespit ve goriintiilemede bu
aractan faydalanilmaktadir. Diger bir yandan, biyoortogonal molekiillerin
parcalanma (yarilma) reaksiyonlari, hiicre ici proteinlerin ve 6n ilaclarin zaman—
mekansal aktivasyonunun kontrol edilmesini saglamistir. Biyoortogonal
reaksiyonlar1 in vivo biyomolekiillerinin mekansal ve zamansal olarak kontrol
edilmesi [118], siiper coziiniirlitkte goriintiilenmesi [119], ve post-translasyon
modifikasyonlarinin  [120] aciklanmasi icin kullanilmistir [12]. Ideal bir
biyoortogonal reaksiyonunda yiiksek modifikasyon verimliligini saglamak icin
biyomolekiillerde bulunan diger potansiyel reaktif fonksiyonel gruplari izerinde
secici olmali, sulu ortamlarda ilerleyebilmeli, fizyolojik pH’a yakin ve diisiik
reaktant konsantrasyonlarinda gerceklesebilmeli, oda sicakliginda veya 37°C’ye
kadar hizli reaksiyon hizina sahip olmalidir [12].

Biyokonjugasyon stratejileri ile biyoortogonal reaksiyonlarinin kullanilmasi,
geleneksel biyolojik stratejilerin sinirlamalarina deginerek cesitli spesifik
biyomolekiiller iizerinde ayrintili inceleme yapilmasina olanak saglayacaktir. Bu
amacla, Staudinger ligasyonu, click reaksiyonu, tetrazin ligasyonu ve foto-click
reaksiyonu gibi farkli biyoortogonal reaksiyonlar gelistirilmis ve biyo-etiketlemede
yaygin olarak uygulanmistir [116, 121, 122]. Tetrazin iceren ilk bioortogonal
ornekler Weissleder ve Fox gruplari tarafindan hemen hemen es zamanl olarak

sunulmustur [9, 10]. Biyokonjugasyon kullanimli bir biyoortogonal reaksiyon
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tipik olarak iki asamali bir stratejiyi kapsar; birincisi, bir reaktif bilesenin bir
biyomolekiil ile (kimyasal veya biyokimyasal olarak) reaksiyona sokulmasi ve
ardindan fluoroforlar veya afinite etiketleri ile biyomolekiil etiketlenmesi icin

biyoortogonal konjugasyonu takip eder [34].

2.5 Polimerizasyon Yontemleri

Gec¢misten giiniimiize zincir polimerizasyon yontemlerini inceledigimiz zaman
1910 ve 1930 yillar1 arasinda peroksi bilesikleri baslatici olarak kullanilarak
serbest radikal polimerizasyon yontemi ile polimerler elde edilmistir. 1940l
yilardan sonra redoks polimerizasyon yontemi kullanilarak polimerler
sentezlenmistir. 1950°li yillardaysa serbest radikal baslaticisi olarak azo
bilesiklerinin arastirilmasiyla polimerizasyon yontemlerinin incelenmesine ve
gelistiriimesine devam edilmistir. Bu arastirmalarin devaminda 1960 ve 1980’e
kadar gecen siirede C-C baglarina sahip bilesiklerin ve parcalanabilir S-S baglarina
sahip olan baslaticilarin kullanilmas iizerine ¢alismalar yapilmistir. Kullanilan bu
baslatici cesitleriyle gerceklestirilen polimerizasyon yontemlerinin hepsi Nitroksit
Aracili Polimerizasyon (NMP), Tersinir Katilma-Ayrisma Zincir Transferi
Polimerizasyonu (RAFT) ve Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) ile
“yasayan”/kontrollii radikal polimerizasyonlarinin (CLRP) atast olarak

tanimlanabilir [123].

2.5.1 Serbest Radikal Polimerizasyonu (FRP)

Giintimiizde iiretilen plastiklerin yaklasik %45’i ve sentetik kaucuklarinsa yaklasik
%401 serbest radikal polimerizasyonu yontemi kullanilarak elde edilmektedir
[123]. Serbest radikal polimerizasyon yontemi ile giinliik hayatimizda sik olarak
kullanildigimiz polimerler elde edilirken ayni zamanda 6zel amaclar icinde
kullandigimiz polimerlerin sentezlenmesinde de bu yontem kullanilmaktadir.
Serbest radikal polimerizasyonu, radikal zincir siireci ile makromolekiillerin
sentezinde genel olarak kullanilan bir yontemdir ve birbirinden farkli vinil

monomerin (ko)polimerizasyonu icinde kullanilmaktadir.

Serbest radikal polimerizasyonu, iyonik ve koordinasyon polimerizasyon

yontemlerine kiyasla bir¢ok avantaja sahiptir. Bu avantajlar, basit deneysel sartlar
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altinda, polar coziiciilerin igerisinde, eser halde kalan safsizliklara (nem) karsi
veya coziiciileri uzaklastirmaya ihtiya¢ duymaksizin yiiksek molekiil agirligina
sahip olan polimerleri iiretebilmektedir [124, 125]. Bu 6zellikler ile serbest radikal
polimerizasyonu yontemi, 6zgiin oOzelliklere sahip olan bircok polimer ve
kopolimer bilesiklerinin sentezlenmesiyle cok yonli bir yontem haline gelmistir

[125].

Serbest radikal polimerizasyon yonteminin en 6nemli bir diger avantajiysa etilen,
akrilat, stiren ve akrilonitril tiirevleri gibi kullanilabilecek olan cok sayida
monomer cesitliligidir. Kullanilabilecek olan bu monomerlerin hepsinin temel
ozellikleri ise bir C-C cift bagimin varligidir. Ikinci karbon atomu {izerindeki
siibstientler, monomerin kinetik ve termodinamik 6zellikleri ile polimerlesmenin
ozelligini belirleyecektir [125]. Bununla birlikte, serbest radikal polimerizasyonu
ile ilgili temel sorun polimerizasyon sonucunda elde edilen polimerlerin,
morfolojilerinin yani sira polidispersite (PDI), zincir mimarisi ve alana 6zgi
fonksiyonellige sahip iyi tanimlanmis olan polimerlerin hazirlanmasini saglayan
islemler tizerinde zayif kontrolii olmasi olup elde edilen polimerin molekiiler

agirlik dagiliminin (PDI) tam olarak belirlenemeyisidir [126].

2.5.2 Serbest Radikal Polimerizasyonunun Basit Mekanizmasi

Serbest radikal polimerizasyonunun temel mekanizmasi sirasiyla ayrisma,
baslama, ¢ogalma, zincir transfer ve sonlanma basamaklarini icermektedir (Sekil
2.12) [125, 127-129].
k
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Sekil 2.8 Serbest radikal polimerizasyonun genel mekanizmasi
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Sekil 2.12’de gosterilen I, baslatici, M monomer, R;’i uzunlugunda biiyiiyen bir
radikal, T polimer zincir transfer ajani1 veya c¢oziicii olabilir. ky baslaticinin
ayrismast icin gerekli hiz sabiti olup, k; baslama reaksiyonunun hiz sabiti ve k, ise
¢ogalma reaksiyonunun hiz sabitidir. k., ve k,r ise sirasiyla M ve T transfer

reaksiyonlar1 i¢in transfer hiz sabitidir.

Serbest radikal polimerizasyonun gerceklesmesi icin gerekli olan basamaklardan
birincisi baslaticinin iki ayr1 parcaya ayrilmasiyla baglamistir. Ayrilan bu iki parca
ise biiyiiyen zinciri baglatacak olan bir monomere (M) eklenmistir. Gerceklesen bu
basamagin ardindan, her bir monomer birimi bu ¢cogalma zincirine ardisik olarak
eklenmistir ve boylece bir makro radikal elde edilmistir. Bu makro zincir
sonlanmasi iki makroradikalin bir zincir uzunluklu polimer ile sirasiyla ya
birlestirici radikallerin zincirinin uzunluklarinin toplamina denk gelmesi ya da iki
polimer zincirlerin orijinal zincir uzunluklarn ile denk gelmesiyle meydana
gelmistir. Sonlanma, iki makroradikalin birlesmesi ya da orantisizlastirilmasi

gerceklesene kadar polimerin biiylimesi devam etmistir [125, 128].

2.5.2.1 Baslama

Baslama reaksiyonu basamagi sirasiyla bir monomerin, karbon-karbon cift bagi ile
reaksiyona girecek olan aktif merkezi olusturulmasiyla meydana gelmistir. Bu
reaksiyonun olusumu icin en cok tercih edilen baslaticilar (I) benzoil peroksit

(BPO) ve 2,2’-azo-bis-izobutironitril (AIBN)’dir.

0 0]
CH,4 CH, \\c~0 /]
o—C

I I
H3C—(I:—N=N—(I:—CH3
CN CN

2-2'-azo-bis-izobutirnitril
(AIBN) benzoil peroksit

Sekil 2.13 Sik kullanilan baglatic tiirleri

Genel olarak radikalller, peroksitlerin veya azo bilesiklerinin fotobaslaticisi1 ya da
sicaklik gibi dis etkilere maruz birakilarak geleneksel radikal baslaticilarin
ayrismasiyla elde edilmistir. Bu ayrisma yontemi, fotokimyasal veya sicaklik
yoluyla kovalent baglarin, homolitik béliinmesiyle veya redoks reaksiyon yontemi

sonucunda meydana gelmektedir. Yeniden birlesme (rekombinasyon) sonucunda
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inert (etkisiz) molekiillerin olusumu meydana geldigi icin baslatici1 molekiillerin
ayrismasiyla olusan biitiin radikaller zincir bliyiime siirecini baglatamazlar. Olusan
baslatic1 radikalle, ¢cogalan radikale bir monomer eklenmesiyle zincir-biiyiimesi
baslamaktadir. Genel olarak olusan radikalin bir monomer birimine eklenmesi,
baslatici1 molekiillerin ayrismasindan ¢ok daha hizli olmasi nedeniyle baslatici hizi,
baslaticinin ayrisma hizi ile belirlenmistir. Boylece onemli bir o6zellik olan
geleneksel radikal baslaticinin konsantrasyonunun yartya inmesi icin gecen zaman
olarak tanimlanan yar1 Omiirdir [130, 131]. Baglatictnin tamaminin
parcalanmasina ragmen baslatma etkisi daha az olmaktadir ¢linkii meydana gelen
radikalerin bazilar1 ¢oziicliniin etkisiyle bulundugu yerden daha uzaga difiize
olamadigi i¢gin birbirleriyle tepkimeye girmektedirler. Baslaticilarin parcalama
miktar1 ortamda bulunan aktif merkezler tarafindan parcalanarak zarara

ugramasina ve ¢oziiciiniin tiirtine baghdir [132].

2.5.2.2 Gogalma

Cogalma basamagi serbest radikal polimerizasyonu (FRP) icin en onemli siirec
olup bir monomer biriminin karbon-karbon cift bagina tekrar tekrar eklenmesiyle
meydana gelir. Gerceklesen her ekleme, bir monomer birimi ile daha biiyiik yeni
bir radikalin olusmas:i ile sonug¢lanmaktadir. Polimerizasyon sonucu yiiksek
molekiil agirligina sahip bir polimer zinciri olusturmak {izere bu siirecin transfer
ve sonlanma reaksiyonlar1 ile rekabet edebilmesi icin daha hizli olmasi
gerekmektedir. Cogalma genellikle monomer yapisinda bas-kuyruk geometrisi ile
meydana gelmektedir. Bir vinil monomerin basi, CH,=CHX, X siibstitiientini
iceren kismi olarak tanmimlanmistir. Bu karbon-karbon cift baginin o ve

B pozisyonuna ve ¢ogalma radikalinin kimyasal yapisina baghidir [130, 131, 133].

2.5.2.3 Zincir Transfer Reaksiyonlar

Bir zincir transfer reaksiyonu biiyiiyen bir polimer zincirinin radikal merkezinden
makromolekiil olmayan basgka bir yapiya transferini kapsamaktadir ve serbest
radikal konsantrasyonunu degistirmeksizin 6lii bir polimer zincirinin olugsmasiyla
son bulmaktadir. Bu makro molekiil olmayan monomer, baslatici, ¢oziicii veya bir

zincir transfer ajani olabilmektedir. Bu transfer reaksiyonlarinin ortalama molekiil
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agirliklar1 degerleri baslama, ¢ogalma ve sonlanma siirecleri icin hesaplanarak
tahmin edilenden daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir. Sekil 2.14’te zincir
uzunluguna eslik eden azalma ve bir zincir transfer fragmentlerinin son gruplari

olarak nasil dahil edildigi gosterilmistir [130, 131, 133].

Transfer ajansiz zincir uzunugu

- -
O UV U U U WU DU U U U DU U g
(OIFAVAVARAD
LIRCATAATAP
T v X

T woruus X

T nouaug
-

Transfer ajanli
zineir uzunlugu

Sekil 2.14 Zincir transferinin sematik gosterimi

Bir polimer molekiiliiniin transferinin gerceklesmeside olasidir ve bir polimer
zinciri tizerinde bir radikal alaninin olusmasiyla sonuclanmaktadir. Yeni bir
radikal alanina monomerin katilmasiyla, dallanmis bir makromolekiiliin
olusmasina yol acmistir. Bu tiir zincir transfer reaksiyonu, doniisiimiin artigi,
polimerlerin uygulama alanlar ve fiziksel 6zellikleri {izerinde 6nemli bir etkiye
sahip oldugu daha belirgin hale gelmistir. Bu polimerizasyon basamagi sonunda

elde edilen bir polimer kisa zincir dallarina ve uzun zincir dallarina sahip olabilir.

Zincir transferi reaksiyonlar1 genellikle istenmeyen reakiyonlar olup polimerin
yapisinda ve kinetiginde kontroliin kaybedilmesine ve molekiil agirligi dagiliminin
artmasina seep olur. Bu nedenle kontrollii/yasayan polimerizasyon yontemleri

giin gectikce 6nem kazanmaktadir.
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2.5.2.4 Sonlanma

FRP’nin sonlanma basamaginda, bimolekiil reaksiyonu gercekleserek iki cogalma
radikalinin birbirleriyle karsilasmasiyla daha fazla yayillamayan (biiyiimeyen)
“0li” polimerin olusumu goézlenir. Sonlanma basamagi rekombinasyon (Sekil
2.15) yada orantisizlasma (disproporsiyonasyon) (Sekil 2.16) olarak iki farkl
yolla gerceklesebilir. Rekombinasyon ile sonlanma, ayr1 ayr iki radikal zincirinin
rekombine olmasi sonucunda iki zincirin toplam uzunlugunda o6li bir polimer
molekiilii olusmasi ile sonuclanir. Orantisiz sonlanma (disproporsiyonasyon) ise
bir radikalin ve ug zincirlerinden bir hidrojenin diger radikale transfer edilmesiyle;
molekiillerinden birinin doymamais bir u¢ grup iceren iki 6lii polimer olusumu ile
sonuclanir. Olusan 6li polimer zincirleri, baslangictaki makro radikaller ile esit
zincir uzunluklarina sahiptir. Genellikle her iki sonlanma mekanizmasina da
rastlanilmaktadir ve bu sonlanma basamaklarinin goreceli orani, monomerin

yapilarindan ve az bir derecede de sicaklik, basing ve coziiciiden

etkilenmektedirler.
H H k.. H H
WVWArCH,——C + C——CH,vwvv — e CH,——C C——CH,vwv
X X X X

Sekil 2.15 Rekombinasyon ile sonlanma

H H H K H H
VWS CH, c + C=—Cvvvwni —» v CH,=—CH + C==CHwwvw
X X X X X

Sekil 2.16 Orantisiz sonlanma

2.5.3 Kontrollii/ “Yasayan” Radikal Polimerizasyonu (CLRP)

Kontrollii/yasayan radikal polimerizasyonu (CLRP) yapisi iyi tanimlanmis
polimerlerin gelistirilmesi, polimerizasyonun kinetiginin kontrol edilmesi ve
dolayisiyla fonksiyonel ve/veya farkli mimarideki polimerlerin elde edilmesi
noktasinda onemli bir ara¢ olmustur [126]. Dolayisiyla gerek malzeme bilminde
gerek biyolojik uygulamalarda organik ve inorganik kompozitlerin,

biyokonjugatlarin ve yiizeye bagl kopolimer malzemelerin tasariminda essiz bir
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imkan saglamistir. CLRP teknikleri gradiyent [134], blok [135], alana 0zgii
fonksiyon polimerler [136], ii¢ veya ¢ok kollu yildiz kopolimer [137], graft
kopolimerler [138, 139] dahil olmak iizere yeni bircok (ko)polimerin
hazirlanmasinda kullanilmistir [126]. Bunlara ek olarak, inorganik malzemeler,
dogal iiriinler, nanokompozitleri sentetik polimerler ile birlestirerek hibrit

malzemelerin hazirlanmasinda da kullanilmaktadir [140, 141] [126] (Sekil 2.17).

Compositions
COCOO000 (0000 e e ) QAOROAC0e  SCOAAVACTO

Homopolymers  Block Copolymers Statistical Gradient
Copolymers Copolymers Graft Copolymers
Architecture ErTm
—_—— AnSAnG
% PAACAAAANAA, 5 i‘ j \s \/LV
xxxxxxxxxxxx | | ‘ Vvvgvvy\ »'}.xx % =
% 7 A
Linear Star / c b Pol 5
Multi - Armed O Solymers Networks (Hyper)Branched
FunCtlonall &, AAAAAAANAAAAN X)\(Y X X
X(Y) S X/{ T 23 By
4 S
Homo/Hetero star /X Side Functional x Y XX
Telechelic Macromonomers Multi - Armed Groups Hyperbranched /

Multifunctional

Molecular Composites X X

-

Hybrids with Inorganic & Biopolymers Functional Colloids Modified Surfaces

Sekil 2.17 CLRP ile elde edilen molekiil yapilarinin 6rnekleri [126]

g
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Serbest radikal polimerizasyonun sinirlamalar1 nedeniyle 1950’lerden giiniimiize
CLRP'nin gelismesi icin polimer bilimi alanindaki bircok calisma Sekil 2.17’da
Ozetlenmistir. Bu gelismeler arasinda en o6nemlilerden biri Michael Szwarch
tarafindan kesfedilen yasayan polimerizasyon yontemi olmustur [142-144].
Szwarcin  yapmis oldugu calismalarin  temelinde, zincir biiytime
polimerizasyonunun asamalarindan olan transfer ve sonlandirma reaksiyonlarini
gidermesi amaclanmistir. Bu zincir kirma siirecinden, polar olmayan vinil
monomerlerin anyonik polimerizasyonunun gerceklemesi esnasinda, ortamdaki
nem ve havayl en aza indirgemek icin (<1 ppm) 0zel vakum teknikleri
gelistirmistir [142, 144]. Michael Szwarc sadece anyonik polimerizasyonun
gelismesinde rol oynamamistir ayni zamanda radikal siirecler {izerinde de

calismalar yapmistir [144-148].
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Otsu, Boutevin doniisiim
Matyjaszewski, Mueller

Sekil 2.18 Kimyanin farkli alanlarindaki ilerlemelerin birlestirilerek kontrollii
radikal polimerizasyonun gelisimi [142, 149-156]

Yasayan polimerizasyon yontemi ile hem sentetik polimer kimyas1 hem de polimer
fizigine biiylik bir katki saglanmistir. Bu yontem ile daha Onceleri elde edilen
kontrolsiiz ve genis polidispersiteye sahip olan polimerlerin olusmasi
engellenerek, mimarileri ve morfolojileri tam olarak tasarlanmis olan ayni
zamanda hedeflenen oOzelliklerini kesin olarak saglayan polimerler iiretilmistir

[144, 157-159].
Iideal CLRP’nin Ozellikleri

Ideal bir yasayan polimerizasyon tekniginde, polimerizasyon zincirlerinin tamami
ayni anda baslamalidir ve biitlin monomerler tiikenene kadar aymi hizda
bliylimesini siirdiirerek sonra istenen siireye kadar canli kalmasi saglanarak
bliytimesi devam etmektedir. Bu durum, biiylime siirecinde zincir sonlandirma
basamaginin olmadigini gostermistir. Ek olarak, ekzotermik polimerizasyon
reaksiyonu kontrolden cikmayacak sekilde, polimerizasyonu hizinin yavas olmasi

gerekmektedir [160].

Bu mekanizmanin kilit o6zelligi, son derece diisiik seviyedeki tersinmez

sonlandirma reaksiyonlarinin olusmasini en aza indirgemek icin polimerizasyon
siiresi boyunca cogalan radikallerin [P'] ve cesitli dormant tiirlerin (yani, ucu

kapatilmis, bu nedenle cogalamaz) arasinda meydana gelen dinamik bir denge

kurulmustur. Olusan bu denge (Sekil 2.19), fotokimyasal, termal, kimyasal

38



uyaricilar ile tetiklenerek yonetilmistir. Boyle bir yaklasimin basarisi igin, bir
polimer zinciri hareketsiz (dormant) halindeyken zamanin biiylik bir kismi

harcanmistir [161].

Kacy ) P
F"M'u'\._;l: — L Pernnnne e e P s H
F';I]EHL‘\. PWP

(o)
L,
Sekil 2.19 CLRP genel mekanizmasi [161]

Biiyliyen zincirler ve dormant tiirleri arasinda kurulmus olan bu denge genel
polimerizasyon hizinin azalmasina izin vermistir, boylece reaksiyon siiresi mili
saniyeden dakikaya ya da saatlere yiikselmis olup ¢ogalan zincirlerin yayilmasi ve
diisiik molekiil agirlikli polimerlerin elde edilmesi saglanmistir. Dormant ve aktif
tlirler arasindaki hizli ve ayarlanabilir bir dengeye sahip olmasi nedeniyle bircok
kontrollii/yasayan polimerizasyon sisteminin gelismesine neden olmustur [144].
Bircok farkli monomer ile uygulanabilen CLRP teknikleri arasinda nitroksit aracili
polimerizasyonu (NMP), tersinir katilma-boliisme =zincir transfer (RAFT)
polimerizasyonu ve metal katalizorlii atom transfer radikal polimerizasyonu

(ATRP) gibi yontemler en sik tercih edilen ve uygulanmasi en kolay olanlardir.

Tablo 2.2 NMP,RAFT ve ATRP siireclerinin faydalar: ve sinirlandirmalari

Faydalar1 Simirlandirmalar:

NMP | Gegis metalleri kullanilmamaktadir.

Koku ve renk degisimi i¢in diisiik Cok yonliligii en az olandir.
potansiyele sahiptir.

RAFT Cok yonludiir. Koku ve renk degisikligi icin
yliksek potansiyelle sahiptir.

Gegis metallerinin kullanilmaz. (Ozellikle diisiik molekiil

Monomer cesitliligi fazladir. agirligi icin)

ATRP Cok yonlidiir. Gegis metal kullanilmaktadir.
Ozel ihtiyaclar durumunda Polimerlerin 6zellikligini
katalizorli uyarma becerisi degistiren bircok degiskene

mevcuttur. sahiptir.
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2.5.4 Nitroksit Aracili Polimerizasyonu (NMP)

Polimerlerin molekiil mimarisi iizerinde miikemmel kontrol yetenegine sahip olan
CLRP, 1980’lerin baslarinda polimer bilimi icin yeni bir arastirma dal
olusturmustur. Polimer alanindaki 6ncii ¢alismalarin rehberliginde bircok CLRP
yontemi gelistirilmistir. En eski CLRP cesitlerinden biri nitroksit aracili
polimerizasyonudur. NMP, biiyliyen zincirlerin istenilen miktarda ve iyi
tanimlanmis polimerlerin elde edilmesini saglamistir. Ozellikle, herhangi bir gecis
metali kullanilmadan ilerlemesi nedeniyle zincirlerin uclarindaki nitroksil
foksiyon gruplarini tasiyan herhangi bir gecis metali safsizligi icermeyen

polimerlerin elde edilmesi bu polimerizasyon yontemi ile saglanmistir [162].

NMP’de kararli bir nitrokit radikalinin kullanimi biiyiiyen/¢ogalan serbest
radikallerin polimerizasyonunu “kontrol” etmek ic¢indir [163]. NMP icin yaygin
olarak kullanilan nitroksitler 2,2,6,6- tetrametilpiperidinil-1-oksi (TEMPO), N-
tert-butil-N- [1-dietilfosfono- (2,2-dimetilpropil)] nitroksit (SG1) ve 2,2,5-
trimetil-4-fenil3-azaheksan-3-oksil nitroksittir (TIPNO). SG1 ve TIPNO stirenikler,
alkil akrilatlar, akrilik asit, akrilamidler ve dienlerin kontrollii polimerizasyonunda
kullanilmasi i¢in uygunken TEMPO kontrollii stirenikleri kontrol etmek icin daha

uygundur [161].

NMP'u iki yaklasimla gerceklestirilebilmektedir. ilk yaklasimda, bir alkoksi amin
bilesigi baslatici olarak davranir ve sicaklikla birlikte ¢ogalma asamasindaki
radikali ve tersinir bir sonlanma icin gerekli olan nitroksit radikalini olusturur.
Burada kullanilan baslatictc aym1 zamanda dormant molekiill olup
polimerizasyonun kontrollii ytlirtimesini saglamaktadir. Olusan radikal monomere
katilarak polimerizasyonun cogalma asamasinda aktif rol oynarken nitroksit
radikali ise tersinir terminasyonu saglar. ikinci yaklasimda ise reaksiyon bir inert
nitroksit radikali ve bir radikal kayna@1 baslatici ile baslatilir. Baslaticinin
homolitik kirilmasi sonucu olusan aktif radikal monomer katilmasini saglar ve
ortamda bulunan nitroksit tersinir sonlanmay1 saglar. Boylece her iki yaklasimda
da dormant ve aktif tiirler arasindaki, yani aktivasyon-deaktivasyon dengesi olarak

bir denge kurulmustur (Sekil 2.20) [161].
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Sekil 2.20 NMP'de aktivasyon deaktivasyon dengesi. iki bilesenli baslatma
sistemi (a) ve tek bilesenli baslatma sistem (b) [161]

Bu denge, ne bir katalizor ne de bir bimolekiiler degisimine ihtiya¢ duymadan
tamamen termal bir siire¢ olma avantaji sunmustur. Bu polimerizasyon kinetigi,
aktivasyon-deaktivasyon dengesi (K=kd/kc ile aktivasyon-deaktivasyon sabiti) ve

kalic1 radikal etkisi (PRE) tarafindan yonetilmistir [151, 162, 164, 165].

Genel olarak, 100 °C’den yiiksek sicakliklarda temiz kosullar altinda alkoksiamin
baslaticist ile gerceklestirilmistir. NMP, polimerizasyon islemi siiresince elde
edilen bir polimerik alkoksiamin, tersinir C-ON bagi ile ilerlemistir. Uygun
sicaklikta bir alkoksiamin baslaticisi icerisindeki, bu C-ON baginin termolizi ile bir
nitroksit ve bir de gecici C radikali tiretilmistir. Bu monomer, alken gruplarindaki
ikinci tiirlerin eklenmesinden sonra nitroksit radikali ile kombinasyon olusturmasi
nitroksit ve yeni bir polimer radikalinin iiretilmesiyle termolize maruz kalarak,
biiyliyen zincir ile polimerik alkoksiamin iiretilmistir Genellikle, bu C radikali,
nitroksit tarafindan yakalanmadan once birden fazla monomere eklenmistir.
Serbest nitroksit/polimerik radikal ve polimerik alkoksiamin arasindaki denge
kapali kabuk polimerik alkoksiamin alanina uzakta oldugu icin serbest radikal
konsantrasyonu, tiim polimerizasyon islemi boyunca disiikk tutulmustur ve
boylece sonlandirma reaksiyonlarin1i baskilamistir. Buna bagli olarak,
polimerizasyonun kontrollii polimerik alkoksiamin ve makroradikal/nitroksit
arasindaki denge sabiti k’ya baglidir. k denge sabitinin, ic H-bagi, sterik, elektronik

ve polar etkiler gibi bitroksitin yapisal o6zellikleri tarafindan giiclii bir sekilde
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etkilendigi bilinmektedir [166]. Bir nitroksitin yapisi, sonuc¢ta elde edilen
makromolekiillerin hem polimerizasyon hizin1 hem de polidispersitesini

etkilemektedir [162].

2.5.5 Tersinir Katilma-Ayrilma Zincir Transfer (RAFT)

Polimerizasyonu

CSIRO’daki (Avustralya) arastirmacilar tarafindan 1998 yillinda ilk kez rapor
edilmis olan tersinir katilma zincir transferi (RAFT), en popiiler tersinir
deaktivasyon radikal polimerizasyon yoOntemlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Giiniimiizde en genis capta kullanilan polimerizasyon
tekniklerinden biri olup yasayan/kontrollii polimerizasyon siireclerinden
yararlanarak, cesitli fonksiyonlar1 olan diisiik dispersiyonlu, kontrollii molekiil
agirlikli, karmasik mimarileri olan ve genis bir kullanim alanina sahip polimer
malzemeler elde edilmistir [167, 168]. Farkli bircok tiirden monomerler ve
¢oziiciiler icerisinde gerceklesebilir olmasi, ¢ok bloklu kopolimer ve karmasik
mimarilere sahip polimerlerin iiretilmesi nedeniyle oldukca kiymetli bir
yontemdir. Bu avantajlarin yani sira dezavantaji ise siilfiir icerikli bilesenler

kullanilmas1 nedeniyle kotii kokusudur [167].

RAFT polimerizasyon yontemindeki baslama, zincir cogalma ve zincir sonlanma
basamaklar: tipki geleneksel radikal polimerizasyon basamaklarinda oldugu gibi
gerceklesmektedir (Sekil 2.21). RAFT polimerizasyon siirecinin birinci
basamaginda, geleneksel radikal polimerizasyonda oldugu gibi standart bir
baslangic asamasi ile baslamaktadir, baslaticidan gelen radikal (I) normal bir
radikal baslaticinin homolitik bag ayrilmasi ile iki reaktif birincil serbest radikalin
(I*) olusumuna neden olmustur [169] ve cogalan bir (B;) verecek sekilde
monomerler ile reaksiyona girmistir. Ardindan, bu cogalan radikal (B;), RAFT
ajanindan (1) (zincir transfer ajani, CTA) gelen C=S grubu eklenerek bir ara
radikal (2) dtretilmistir. Ara radikalin (2) ortaya cikisi cogalma arasindaki
tersinmez sonlandirma reaksiyonunu sinirlamistir ve ara radikal C=S grubu
aktivitesinden faydalanarak iki farkli fragmantasyon vermistir. Ara radikal (2),
yeni bir radikal (R) ve bir dormant zincire (polimerik tiyokarboniltio bilesigi) (3)

parcalanabilirken, orta dereceli bir radikal (P,) ve RAFT ajani elde etmek icin
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baslangic durumuna geri donmesi miimkiindiir. Daha sonra, ii¢lincii basamak
olarak yine cogalma radikali (B;,), yeni olusan bir radikal (R) tarafindan monomer
polimerizasyonundan yeniden baslatildiktan sonra olusmustur. Bu durumda,
dormant tiirleri (3) ve aktif cogalma radikalleri (P;) ve (B;,) arasinda (2. ve 4.
basamaklar) polimerizasyonun benzer bir yolla gerceklesmesiyle biiyiimek icin
esit sansa sahip zincirlerin tamamina olanak saglayan bir hiz denklemi
olusmustur. 5. basamak olan sonlanma reaksiyonu ise radikal bir polimerizasyon
sisteminin kac¢inilmaz sonunu olusturmustur (Sekil 2.21). RAFT ajani olarak,
RAFT polimerizasyonuna katilmay1 saglayan polimerik zincirlerin tiyokarboniltiyo
u¢ grubunun varligi nedeniyle sonlandirma reaksiyonu minimum olmaktadir

[167].
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Sekil 2.9 Tersinir katilma zincir transferin mekanizmasi (RAFT)

Sekil 2.21°’den gorildiigi gibi, RAFT ajaninda bulunan C=S grubunun aktivitesi
polimerizasyon siirecinin diizenlenmesinde ve kontrol edilmesinde rol oynamastir.
Buradaki polimerizasyon yonteminde genellikle tercih edilen RAFT ajanlarinin
yapilar1 Sekil 2.22’de gosterilmistir. Burada bulunan Z grubu, C=S baginin

aktivitesini diizenlemektedir ve ara radikali kararli hale getirmektedir. RAFT'in
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polimer uyumlulugunun cok yonlii olmasi nedeniyle Z-gruplarinin farkl cesitleri,
farkli reaktiviteye sahip monomerler polimerlestirme icin tercih edilmistir. Ayrica,
RAFT ajani C=S bag1 ¢ogalan radikalin katilmasina maruz kaldig1 zaman, ikinci
R-grubu miikemmel bir ayirma grubu olmalidir ki hizli ve etkili olarak
polimerizasyonu tekrardan baslatabilmelidir. Diger bir deyisle, ayrilan R-grubu,
baslatici1 ve monomer radikal ile ayni fonksiyonlu ve verimli olmasi gerekmektedir.
Ozetle, uygun bir RAFT ajani, ideal bir RAFT polimerizasyonunun kontrollii ve
yasayan siirecte gerceklesebilmesi icin oldukca 6nemlidir. RAFT ajanlari, aromatik
ditiyioester, tritiyokarbontlar, ditiyokarbamatlar ve ksantatlar olarak dort temel

kategoride incelenmistir [167].

Yeniden

SY S—R polimerizasyonu

baslatabilir.

C=S baginin etkinligini diizenler.
Ara radikali stabilize eder.

Sekil 2.22 RAFT ajaninin yapisi

RAFT polimerizasyon siirecindeki bir diger 6nemli faktor ise radikaldir. Radikalin
temel maddesi olan baslaticilarin konsantrasyona, polimerizasyonun hizina ve 6li
zincirin miktarina baglhidir [170-172]. Yapilan kinetik arastirmalara gore, yasayan
zincirlerin maksimum sayisini gostermistir ve yiiksek polimerizasyon hizi,

baslaticilarin diisiik konsantrasyonunda bile gerceklesmistir [167].

2.5.6 Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP)

Kontrollii/yasayan radikal polimerizasyon yontemleri arasinda yer alan ATRP,
1995 yilinda Matyjaszewski'nin [173, 174] kesfettigi ve Sawamato'nun [175]
katkida bulunmasiyla bugiinkii polimerlerin molekiil agirliginin ve hedeflenen
mimarilerinin kontrol edilmesine olanak saglayan énemli bir yontem olmustur. Bu
yontemin uygulanmasinin kolay olmasi, ticari olarak mevcut olan ve kolay
ulasilabilinen katalizorlerin ve baslaticilarin kullanilmasi nedeniyle en cok dikkat

ceken yontemdir. ATRP, akrilonitril, (met)akrilatlar, stiren ve dienler gibi cok

44



cesitli vinil monomerler icin kontrolli bir polimerizasyon yontemi saglamada ¢ok
yonli ve etkili oldugunu ispatlamistir [176]. Geleneksel radikal
polimerizasyonundan farkli olarak, ATRP, cogalan polimer zincir ucuna eklenen
monomerin oranint belirlemek icin metal bir kompleks kullanmistir. ATRP
uygulamasindaki prosediirde, coziiciiye eklenen baslatici, katalizér, monomer,

ligand bilesenler olup reaksiyon siiresi ve sicaklik parametrelerine baglidir.

2.5.6.1 Monomerler

ATRP’de cogalma radikallerini stabilize edebilen siibstient iceren stirenler,
(met)akrilatlar, (met)akrilamitler ve akrilonitriller gibi cesitli monomerler

basariyla polimerize edilmistir [176].

Ayn kosullar altinda ve katalizor kullanilarak gerceklesen polimerizasyonlarda
her monomer, aktif ve dormant tiirleri icin essiz bir atom transfer dengesi sabitine
sahiptir. Denge sabiti (Keq=Kac/Kaeac), Orantisizlastirma ve birlestirme ile radikal
sonlandirma disinda herhangi bir yan reaksiyonun olmamasi durumunda
polimerizasyon hizini belirlemistir. Denge sabitinin degerinin kii¢ciik olamasi
durumunda ise ATRP ya ¢ok yavas gerceklesmistir ya da hi¢ gerceklesmemistir.
Buna karsilik olarak, ¢ok biiyiik degere sahip bir denge sabitinin yiiksek radikal
konsantrasyonu nedeniyle biiyiik bir sonlandirma miktarina neden olmustur.
Ardindan dormant tiirleri yoniinden dengeye kayarak, etkisiz yiiksek oksidasyon
durumuna sahip olan metal kompleksinin biiyiik bir miktar1 ile birlikte olmustur.
Bu durum yavas polimerizasyona neden olabilir [177]. ATRP’de kullanilan her
monomer, kendine 6zgii bir radikal ¢cogalma hizina sahiptir. Boylece, spesifik bir
monomerin radikal deaktivasyon hizi ve ¢ogalan radikallerin konsantrasyonu,
polimerizasyon kontroliinii saglamak icin diizenlenmesi gerekmektedir. Diger
taraftan, ATRP katalizore bagli bir siire¢c oldugundan, dengenin tiim konumu
sadece radikal (monomer) ve dormant tiirlere baghh olmayip, ayni zamanda

eklenen gecis metali katalizortin miktar1 ve reaktivitesinede baghdir [176].
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2.5.6.2 Baslaticilar

Baglaticilarin temel rolii, biiyliyen polimer zincirlerinin sayisini belirlemektir.
ATRP ile elde edilen bir polimerin ortalama molekiil agirligt Mn, monomerin

dontiisimiine ve monomerin baglaticiya olan oranina baglhdir.
M, = ([M], / [RX]p) X Conv X MW (M) (2.1)

Dar bir molekiil agirligina sahip ve mimarisi iyi tanimlanmis olan bir polimeri elde
etmek icin, halojeniir grubu X, gecis metal kompleksi ve biiyiiyen zincir arasinda
gerceklesen goc, hizli ve secici olmustur. En iyi sekilde molekiil agirligini kontrol
etmek icin X olarak brom veya klor kullanilmustir. Iyot bakir katalizli akrilat
polimerizasyonunda calisirken stiren icin kontrol ancak rutenyum katalizorii ile
saglanir. Flor kullanimi ise tercih edilmemektedir, clinkii C-F bag homolitik
kirllmaya maruz kalmayacak kadar giicliidiir. Bazi psodohalojenler, 6zellikle
akrilatlarin ve stirenlerin, tiyosiyanatlar ve tiyokarbamotlar polimerizasyonunda
kullanimlar1 basari ile sonuc¢lanmistir [176]. Kullanilan baslaticinin yapisina ve
halojen atomlarinin sayisina bagli olarak hazirlanan polimerlerin mimarisi
baslaticilarin tek halojen atomu olan alkil halojeniirlerin kullanilmasiyla lineer,

cok halojen atomlarinin kullanilmasiylada yildiz ya da firca benzeri gibi cesitlilik

gostermistir.
R X
(o] (0]
A/ o o
X X
R: H, CHs R: H, CHs X: Br, CI X: Br, CI
X: Br, Cl X: Br, Cl

Sekil 2.10 ATRP’de kullanilan baslaticilar

2.5.6.3 Katalizor

Kontrolii bir sekilde monomerin biiytimesi ve diisiik molekil agirligina sahip
polimerin elde edilebilmesi metal bazli katalizore baghdir. ATRP icin en 6nemli
bilesenleden biri olan katalizér, dormant ve aktif tlirler arasindaki degisim

dinamiklerini ve atom transfer dengesinin konumunun belirlenmesi i¢in yan
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reaksiyonun ve istenmeyen sonlanmanin olmasini engeleyen katalizorler ATRP
yontemi icin ¢cok onemlidir [176]. ATRP’de kullanilan bircok gecis metali (Fe, Co

gibi) arasinda en sik kullanilan katalizér bakir(I) bilesikleridir.

2.5.6.4 Goziiciiler

ATRP, yigin halde, c¢ozeltide, emisyon yada siispansiyon olarak heterojen bir
sistemde gerceklemektedir. ATRP reaksiyonu gerceklesirken farkli monomerler
icin cesitili c¢oziicliler (aseton, dimetil formamid, etilen karbonat, alkol, su,
benzen, toliien, anisoli difenil eter, etil asetat, karbondioksit ve diperler)
kullanilmistir. Ozellikle ATRP yéntemi ile elde edilen polimerler, monomerinde
¢ozlinmediginde (6rnegin poliakrilonitril) bir ¢oziicii kullanilmasi gerekmektedir.
ATRP’de kullanilacak olan ¢oziicii sistemi tercih edilirken ¢oziiciide zincir transferi
minimum diizeyde olmali, ¢coziicii ve katalizor sistem arasindaki etkilesimler goz

ontinde bulundurmali ve katalizore baglanmamalidir [176].

2.5.6.5 Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

Atom transfer denge sabitinin ve radikal ¢ogalma hiz sabitinin artisi, ATRP
siiresince polimerizasyonun hizi ve sicakligina bagli olarak artmistir. Radikal
cogalmasi icin radikal sonlandirma yiiksek aktivasyon enerjisinin bir sonucu
olarak daha iyi kontrollii/yasayan polimerizasyonu icin yliksek kp/kt oranlarinda
ve yiiksek sicakliklarda gozlemlenmistir. Ancak, zincir transferi ve diger yan
reaksiyonlar yiiksek sicakliklarda daha belirgin hale gelmistir [178]. Katalizoriin
¢ozlinlirligl yiiksek sicakliklarda artmistir. Bununla birlikte, katalizor ayrisma
sicaklik artis1 ile de meydana gelir [179, 180]. ATRP reaksiyonlar: gerceklesirken
tercih edilen sicaklik 25-150°C arasinda degiskenlik gostermektedir. Reaksiyon
icin tercih edilen uygun sicaklik, kullanilan monomer ve katalizor tiirtine ayni
zamanda da hedeflenen molekiiler agirligina baghdir. Yiiksek monomer
dontistimlerinde ise ¢ogalmanin hiz1 dikkat cekecek sekilde yavaslamistir ancak
herhangi bir yan reaksiyonu hizi 6nemli o6lciide degismemistir, c¢iinkii yan
reaksiyonlarin ¢ogu monomerin konsantrasyonundan bagimsiz olarak
gerceklesmektedir. Monomer doniisiimiinii tamamlamak icin uzun reaksiyon

siireleri nihai polimerin polidispersitisi artirmamistir, fakat bu durum ug
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gruplarinin  kaybolmasina neden olmustur. Dolayisiyla, yiiksek uc grup
fonksiyonlu polimerlerin elde edilebilmesi, blok kopolimerler sentezlenmesi ve ug

grup kaybini engellemek icin doniisiim %95’ asmamalidir [176].

2.5.6.6 Ligandlar

ATRPde ligandin kullaniminin amaci organik ortamdaki gecis metal tuzunu
¢oziiniir hale getirilmesi, uygun reaktivitenin saglanmasi ve atom transferi icin
dinamiklerin metal merkezinin redoks potansiyelinin ayarlanmasidir. Ligand
secimi, katalizorlerin spesifik polimerizasyon reaksiyonunun etkinligini biiyiik
Olclide etkilemistir. Ligandin gorevi, katalizor sistemlerinin c¢oziiniirligiini
saglamak ve metali kararli hale getirerek reaktiviteyi diisiirmek icin
kullanulmaktadir. ATRP’de kullanilan ligandlar ikiden fazla azot iceren organik

molekiillerdir.

| |
N N
N 7N /J NN
N N
Bipiridin PIlIIDETA
\"g
A LN T
| MesTren |

Sekil 2.23 ATRP’de ligand tiirleri

2.5.7 ATRP’nin Mekanizmasi

ATRP, birbirinden farkli iki oksidasyon durumuna sahip olabilen bir gecis metali
(M) kompleksin kullanildig1 bir katalizlenme siirecidir. Diisiik oksidasyon
basamagina sahip olan bir metal kompleksi (Mt”/L), (burada L bir ligand1 temsil
etmektedir.) “k,.” hiz sabiti ile ilerleyen, aktivasyon olarak adlandirilan bir siirec
olup, bir R* radikali ve koordineli bir halojeniir anyonu ile karsilik gelen yiliksek
oksidasyon basamakli metal kompleksi X-Mt**!/L iiretmek icin ATRP baslaticisi
olan alkil halojeniir (RX) ile reaksiyona girmektedir. Ardindan gelen bilesik, alkil

halojeniir ve diisiik oksidasyon basamakli bir metal kompleksini tekrardan
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iireterek halojen atomunu yeniden radikale geri aktarmistir. Bu radikaller,
monomerler (cogalmanin hiz sabiti k, ile polimer tiiretilmesi) ile birbirleriyle (hiz
sabiti k, ile sonlanma) veya X-Mt*"'/L (Kgee, hiz sabiti ile deaktivasyon) ile
reaksiyona girebilirler. Geleneksel radikal polimerizasyonu ile ATRP’yi birbirinden
ayiran son asama ise Mt’/L ile tekrar reaksiyona girebilmesi ve halojen uclu
polimerik dormant halinde {iriin vermesidir. Eger bu deaktivasyon siireci
verimliyse yani Kge.. yliksek degerliyse ve tiim polimer zincirleri alkil halojentir
baslaticisinin uygun secimi ile kisa bir siire icerisinde baslatilmissa, sonucta elde
edilen polimer dar bir molekil agirlig: ile karakterize edilmistir. Ek olarak, hizl
bir polimerizasyonun gerceklesmesi icin, ATRP denge sabiti olan k, terimi olarak
adlandirilan K,./Kge.e: oraninin yiiksek degerli aktif bir katalizor kullanilmas: tercih
edilmektedir. k., ve kg hiz sabitleri hem gecis metaline ve hem de liganda

baghdir [181, 182].

Dormant Polimerizasyon
Kact . kp
R—X + Cu*'L ~ae——== X—cCu*?L + R .o+ M
Kyact K
(1) ) * @ @ (5)
+R
RR

(6)

istenmeyen sonlanma

Sekil 2.25 ATRP'nin genel reaksiyon mekanizmasi

Sekil 2.25te gosterilen ATRPnin genel reaksiyon mekanizmasi, dormant
baslaticiy1 R-X (1), ligand (L) ile bir gecis metali Cu’dan olusan katalizoér (2),
oksitlenmis katalizor (3), aktif radikali veya aktif baslaticty1 R* (4) ve monomeri
(M) (5) ve sonlandirilmis polimeri (6) icermektedir. ATRP reaksiyonunun hiz sabit
(ky), aktiflesmenin hizini k.., deaktivasyon hizin1 d.,, monomer ekleme hizini k,
ve sonlandirma hizini k, hiz sabitleri belirlenir. Olusan bu denge tizerindeki

kontrol ise ytiksek oranda katalizor secimine baghdir.

ATRP yonteminde farkli reaksiyon ortamlar1 ve farkli monomerleri icin bircok
katalizor tiirti mevcuttur. Metallerin bircogu ama en sik da bakir esash katalizorler
olup o6zellikle iki oksidasyon durumuna sahip olan Cu' ve Cu"lerdir ve ayrica azot
iceren ligandlarda katalizor olarak basariyla kullanilmistir. Klasik ATRP’nin

dezavantajlarindan en oOnemlisi katalizor miktarinin  yiiksek oranda
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kullanilmasidir [174]. Elde edilen polimerler, molekiil agirlig1 dagilimi ve zincir
uc fonksiyonlar: agisindan iyi tanimlanmis olup ancak katalizorii uzaklastirmak
icin zahmetli saflastirma islemlerinin uygulanmasini gerektirmektedir. Katalizorii
uzaklastirmak icin cesitli yontemler gelistirilmesine ragmen bu ekstra saflagtirma
adimi saf tiriinii elde etmek icin gerekli siireyi uzatmistir ve hazirlanmak istenen

polimerin maliyetini artirmistir [181, 183].

Oksijene duyarli olan katalizoriin miktarini azaltmak icin ATRP’nin birkac cesidi
gelistirilmistir. Reaksiyon baslaticisinda havaya duyarli katalizor iiretmek icin
ATRPnin yeni cesitleri gelistirilmistir [181]. ATRP’nin bu cesitleri; stirekli
aktivasyon yenilemek icin baslaticilar (ICAR), elektron transferi ile iiretilen
katalizorler (AGET), elektron transferi ile yeniden {iretilen katalizorler (ARGET)
ve ters ATRP’dir.

Geleneksel ATRP yontemi, yiiksek seviyeli Cu kalintilar1 gibi agir metallerden
olusan toksisiteleri en aza indirgemek ya da ortadan kaldirmak icin
gerekmektedir. ICAR, AGET ve ARGET polimerizasyon boyunca diisiik seviyede
Cu ile calismaktadir ve boylece katalizorii uzaklastirmak icin minimum caba
harcanarak saflastirma islemi gerceklesmektedir. ATRP nin bu yeni tiirleri, bu
yliksek degerli uygulamalar icin iyi tanimlanmis kopolimerler hazirlanmasini

saglamistir.
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Tablo 2.3 ATRP cesitleri faydalari ve sinirlamalari

Polimerizasyon Faydalar1 Sinmirlamalar
Yiiksek oranda Cu
Normal ATRP Cok yonli icermektedir, kararsiz
katalizor onciisii
Diistik Cu icermektedir, AIBN yan reaksiyonlara
ICAR katalizor onciileri daha neden olmaktadir.
kararhdir.
Diisiik Cu icermektedir. Yiiksek Sn icermektedir.
AGET Katalizor onciileri daha (FDA onayl)
kararhdir.
Diisiik Cu icermektedir. Yiiksek Sn icermektedir.
ARGET Katalizor onciileri daha (FDA onayl)
kararhdir.
Son grup fonksiyonlu
Ters ATRP Basit katalizor onciisii sinirli olup; sadece

daha kararhdir.

lineerdir.

Mw hedeflemek zordur.

Es zamanl ters
ve normal ATRP

Katalizor onciisi daha
kararhdir.

AIBN yan reaksiyona
neden olmaktadir.
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3

Gerec ve Yontemler

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

3.1.1.1 Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

NMR spektroskopisi analizleri Yildiz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesinde bulunan Ultrashield Plus™ miknatisa sahip olan 1,74 Tesla manyetik
alan1 giiclindeki Bruker Avance III 500 MHz Spektrometresi ile yapilmistir.
Olciimler, otomatik 6rnekleyici B-ACS 60 {initesi yardimi ile ICON-NMR ve Top

Spin v2.7 yazilimlari kullanilarak yapilmistir.

3.1.1.2 Jel Gecirgenlik Kromatografisi (GPC)

Jel gecirgenlik kromotografi analizleri pompa, otomatik 6rnekleyici ve Viskotek
VE 3580 kirilma indisi (RI) dedektoriinden olusan Viskotek GPC,,.x VE 2001 cihaz1
ile yapilmustir. I¢ cap1 7,8 mm, uzunlugu 300 mm olan iic viskotek kolonu (T3000,
LT4000L ve T5000L) ve bir de viskotek koruma kolonu (CLM 3008, i¢ ¢cap1:4,6
mm, uzunlugu: 10 mm) serisi kullanilmistir. 35°C’de 1,0 mL dk" akis hiz1 olan
tetrahidrofuran (THF) eluent olarak kullanilmistir. Dedektér dar molekiil
agirhigina sahip olan polistiren standartlari ile kalibre edilmistir. Veriler Viskotek

OmniSEC 4.7,0 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

3.1.1.3 Morotesi Goriiniir Bolge (UV-Vis) Spektroskopisi

Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik béliimiinde bulunan UV-1800
Shimadzu UV-Vis Spektrofotometresinde uygun dalgaboylarinda analizler

yapilmistir.
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3.1.1.4 Fouier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

FT-IR spektrumu, Perkin Elmer Spektrum One FTIR (ATR o6rnekleme aksestiari)
spektrometresi ile kaydedilmistir ve elektronik spektrum oda sicakliginda 1 cm
boyundaki kiivet kullanilarak Scinco S-3100 spektrofotometresi iizerinden elde
edilmisti. Bu analizler Istanbul Teknik Universitesi, Kimya Boliimii

laboratuvarinda yapilmistir.

3.1.1.5 Ucus zamanl Kiitle Spektroskopisi (LC-MS Q-TOF)

Bu organik molekiillerin yapisal analizleri Agilent LC MS Q-TOF kiitle
spektrometresi ile gerceklestirilmistir. Bu analizler Yildiz Teknik Universitesi,

merkez labaratuvarinda yapilmistir

3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

4-(Aminometil)benzonitrile hidroklorid (Sigma-Aldrich, %97), trietilamin
(Merck) , di-tert-butil dikarbonat, sodyum bikarbonat (Merck, %99,7),
magnezyum siilfat (susuz, Sigma-Aldrich, %99,5), N-izopropil akrilamid (Tokyo
Kimya Endiistrisi, >%98,0), akrilonitril (AN) (Aldrich, =%99), N,N-
dimetilformamid (Merck, %99,8), poli(etilen glikol) monometil eter metakrilat
(PEGMA) (M,=300 g/mol) (Alfa Aesar), Poli(etilen glikol) metil eter
(M,=2000g/mol) (Sigma-Aldrich), benzoil peroksit (Sigma, %70), N,N,N,N ,N -
penta metil dietilenetri amin (PMDETA) (Merck), etil 2-bromopropionat (EBP)
(Aldrich), piridin (Merck), cis-5-norbornen-endo-2,3-dikarboksilik anhidrit
(Sigma- Aldrich), N,N ’-disikloheksilkarbodiimid %99 (DCC) (Acros organics), 4-
(dimetilamino) piridin (DMAP) (Aldrich), metil metakrilat (Sigma,%99), nikel
trifloro metan siilfonat (Ni(OTf),) (Alfa Aesar, %96), bakir (I)bromiir (CuBr) (Alfa
Aesar), 4-siyanofenilasetik asit (Sigma-Aldrich), cinko trifloro metan siilfonat
(Zn(OTf),) (Sigma-Aldrich, %98), hidrazin monohidrat (Sigma-Aldrich, %98),
sodyum nitrit (Merck), N,N-dimetilformamid (Merck, %99,8), 5-hidrosi-1-
siklookten (Carbosynth), metil benzoat (Sigma-Aldrich, 99%), kloroform (Sigma-
Aldrich =%99,5), HCI, dikloromethan (DCM), dietil ether (Merck),

tetrahidrofuran (THF), dimetil formamid (DMF), giimiis nitrat (Sigma-Aldrich,
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>%99), amonyum hidroksit, N,N’-disiiksinimidil karbonat (DSC), etil asetat

(Merck), hekzan ve diger kimyasallar satin alinarak kullanilmistir.
3.2 Onciil Molekiillerin Sentezleri

3.2.1 Tert-biitil4-siyanobenzilkarbamat Sentezi

NH, HCI

ﬂ\ )I\ )I\ J< Et;N, CHCI,
oda sicakligi

gece boyunca

H\ﬂ/oj<

CN
CN

Sekil 3.1 Tert-biitil4-siyanobenzilkarbamat sentezi

Trietilamin (2 mL, 14,23x10° mol), 4-(aminometil)benzonitril hidrokloriir (2 g,
11,86x10° mol) ve kloroform (40 mL) argon gazi altinda reaksiyon karigimina
eklenerek coziinmesi saglandi. Hazirlanmis olan bu reaksiyon karisimi icine di-
tert-butil dikarbonat (2,848 g, 14,83x10° mol) ilave edilerek oda sicakliginda gece
boyunca karistirildi. Daha sonra reaksiyon karisimi diklorometan ile seyreltilerek,
seyreltik hidroklorik asit (HCI) (10 mL) ¢oOzeltisine eklendikten sonra reaksiyon
sonlandirildi. i1k olarak asit ardindan sodyum bikarbonat (NaHCO;)(10 mL) ve
tuzlu su (10 mL) cozeltisi ile ektraksiyon yapildi. Ardindan toplanan organik faz
ise magnezyum siilfat (MgSO.) ile kurutuldu ve bu karisim siizgec (filtre) kagidi
ile siiziildii. Son olarak, ¢oziicii doner buharlastirici kullanilarak uzaklastirildi ve
irtin, yiiksek vakum altinda kurutulduktan sonra elde edildi. Elde edilen {iiriin
bagka saflastirma islemine tabi tutulmadan NMR spektroskopisi ile karakterize

edildi.
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3.2.2 2-bromo-N-(4-siyanobenzil) biitanamide Sentezi

NH,HCI

Br
Br Et3N,CH2CIl2

1) 0°C
2) Oda sicakligi

CN

CN
Sekil 3.2 2-bromo-N-(4-siyanobenzil) biitanamide sentezi

Trietilamin (3,30 mL, 2,37x10° mol), 4-aminometil benzonitril hidrokloriir (2 mL,
1,18x10° mol) ve diklorometan (15 mL) icerisinde buz banyosu altinda (0°C’'de)
karistirilirken yaklasik 20 dakika boyunca argon gazi gecirildi. Daha sonra
reaksiyon karigimina 2-bromobiitril bromiir (1,57 ml, 1,30x10° mol) damla damla
eklendi. Ardindan buz banyosu uzaklastirildi ve argon gazi kapatildi. Sistem
23°C’de gece boyunca karismaya devam ettirildi ve reaksiyon sonucu elde edilen
ham karisitma 30 mL distile su, 30 mL tuzlusu, 25 mL sodyumbikarbonat su
cozeltileri ile toplam 100 mL diklorometan ile 3 kez ekstraksiyon yapildi. Ardindan
organik faz magnezyum siilfat (MgSO,) ile kurutuldu ve sonra siizgec (filitre)
kagid: ile stiziildi. 2-bromo-N-(4-siyanobenil)biitanamid kolondan silika jel ile
(hekzan:etil asetat=2:3) saflastirdi. Elde edilen iiriin NMR spektroskopisi ile

karakterize edildi.

3.2.3 Poli(etilen glikol) (PEG)-Norbornen (NB) Sentezi

0
/ piridin COOH
. HO\/\é /\),o 7
‘ ? N G NoJoN
n
° o}
Sekil 3.3 PEG-NB sentezi

Poli(etilen glikol) metil eter (M,=2 kDa) (61x10? g, 3x10* mol) ve piridin (1 mL)
sussuz 3 mL diklorometan i¢inde ¢oziildii. cis-5-norbornen-endo-2,3-dikarboksilik
anhidrit (15x10? g, 9x10* mol), N, N'-disikloheksilkarbodiimid (DCC) (92 x10?
g, 4,5x10* mol) ve 4-(dimetilamino) piridin (DMAP) (54x10° g, 45x10* mol)
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¢ozelti icerisine eklendi. Bu karisim azot atmosferi altinda 12 saat boyunca oda
sicakliginda karistirildi. 12 saatin sonunda ¢ozelti vakum altinda kurutuldu. PEG-
NB soguk dietil eterde ¢oktiirtildii. Bu ham iiriin DCM icerisinde ¢6ziildi ve sonra
ikinci kez soguk dietil eter icinde c¢oktiiriildii. Uciincii kez ham iiriin
tetrahidrofuran igerisinde ¢oziildii ve hekzan icerisinde santrifiijlendi. Coken

polimer oda sicakliginda gece boyunca vakum altinda kurutuldu.
3.2.4 Trans-siklooktenol (TCO) ve Tiirevlerinin Sentezi

3.2.4.1 Trans-5-siklooktenol (TCO) Sentezi

(ﬂ HIII. “\\oH \\\\OH
hv (254 nm)

hekzan/Et,0 (TCO-P, polar) (TCO-A, apolar)
Sekil 3.4 Trans-siklooktenol (TCO) sentezi

Trans-5-hidroksisiklookten (TCO) daha onceki calismalar takip edilerek bazi
modifikasyonlar ile sentezlendi [72]. Kisaca, 5-hidrosisiklookten (0,5 g, 3,96x10°
mol) ve metilbenzoat (0,55 g, 4,03x10° mol) kuvarz tiipli igerisinde 50 mL
dietileter/hekzan (hacimce 9:1) ile ¢oziildi. Tip kapatildi ve iki saat boyunca
lambalar (12x8W) ile donatilmis silindirik bir fotoreaktor icerisinde 254 nm
dalgaboyunda aydinlatilmistir. Bu reaksiyon karisimi, giimiis nitrat (% 10 w/w)
dolgulu silica jel kolonundan gegirilmis ve eluent (yikama solventi) tekrar kuvarz
tiptinde toplandi. Sonra eluent tekrar 254 nm de aydinlatildi ve ayni kolondan
gecirildi. Bu aydinlatilma- kolondan gecirme dongiisii 24 kez tekrarlandi. Biitiin
1s1ma zamanin 48 saatlik siirecinden sonra, iiriin, TCO, kolonun iizerindeki glimiis
iyonlar1 iizerine adsorbe olmakta, fakat cis-izomeri ise bu glimiis-silika destegine
tutunmamaktadir. Kolon 200 mL dietileter ile yikanarak fiziksel tutunan cis-
izomeri uzaklastirildi, kolon icerigi 50 mL’lik amonyum hidroksitin icerisine
bosaltild1 ve bu karistm 10 dakika boyunca karistirildi. Daha sonra 30 mL dietil

eter bu karigima eklendi ve 10 dakika daha karistirildi. Iki farkli izomeri iceren
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triinler dietileter (3xX30 mL) ile ekstraksiyon edildi. Organik tabakalar
birlestirildi, MgSO, ile kurutuldu ve buharlastirildi. Elde edilen bu isomer polar ve
apolar trans-izomerler iiriinii silika kolonu (hekzan:dietil eter=4:1) ile ayrildi.

Uriin NMR spektroskopisi ile karakterize edildi.
Giimiis Nitrat Dolgulu Kolonun Hazirlanmasi

Silica jel 60 (18 g, Merck, 0,040-0,063 mm) 100 mL’lik balonun igerisine 45 mL
distile su siispanse edilmistir. Balon alimiinyum folyo ile kaplandi ve su (4 mL)
icerinde glimiis nitrat (2 g) coziilerek eklendi. Bu heterojen karisim karistirildi. Su
diisiik basing altinda rotary buharlastirici ile buharlastirildi. Suyun kalintilarini
uzaklastirmak icin toluene (2 x 25 mL) eklendi ve ardindan buharlastirildi. Giimiis
nitrat dolgulu silika jel oda sicakliginda gece boyunca vakum altinda kurutuldu.
Kolonun paketlenmesi icin, birinci saf silika jel, kolonun tabanina konulmustur ve
10 g glimiis nitrat dolgulu silika jel saf silikanin {istiine eklenmistir. Kolona yerli

miktarda dietil eter gecirilerek 1slatild:.

3.2.4.2 (E)-Sikookt-4-enil 2,5-diokso-1-pirolidinil karbonat
(TCO-NHS) Sentezi

o

N

HIII wOH Huww
\"/ Et3N CH,CN

Oda smakhgl

Argon
(TCO P) (DSC) (TCO-NHS)

Sekil 3.5 Trans-5-hidroksisikloosten stiksinimidil esterin (TCO-NHS) Sentezi

Polar TCO (0,100 g, 7,92x10* mol) ve trietilamin (0,240 g) 0°C’de 1 mL asetonitril
icerisinde ¢0ziildii. Bu karisima argon atmosferinin altinda N,N’- disiiksinimidil
karbonat (DSC) (0,608 g, 2,376x10° mol) eklendi. Bu reaksiyon 24 saat boyunca
oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon sonrasinda, su eklendi ve iiriin etilasetat
(3%x30 mL) ile ektraksiyon yapildi. Organik yiizeyler birlestirildi ve bir kez doymus
sodyum Kklortir ¢ozeltisi (20 mL) ile bir kez yikandi. Organik c¢oziici MgSO,
kullanilarak kurutuldu ve beyaz toz tiriin doner buharlastirici ile buharlastirild,
Uriin etilasetat/hekzan (2:1 v/v) kullanilarak silika kolonu ile saflastirildi. Uriin

NMR spektroskopisi ile karakterize edildi.
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3.3 Polimer Sentezi ve Tetrazin ile Modifikasyonun

Sentezi

3.3.1 ATRP Nitril Uc¢ Gruplu Poli(poli(etilen glikol)metil eter
metakrilat) (PoliPEGMA-CN) Sentezi

Cu(l)Cl/ PMDETA (o}
H Asetonitril Br
Br (o] 70 °C, 24 saat HN
+ " — > n
o ’6\/09\
0\6/\ a/ ° ° k
(o)
k
NC

(PEGMA)

Sekil 3.6 ATRP ile nitril u¢ grubuna sahip PoliPEGMA-CN sentezi

CN

Poli(etilen glikol) metil eter metakrilat (PEGMA) (7x10° mol, 2 mL) monomeri,
ligand olarak N,N,N',N",N"- pentametildietilentriamin (PMDETA) (1,68x10* mol,
3,6x107 mL), ardindan katalizor olarak bakir (I) kloriir (CuCl) (1,4x10* mol,
13,8x10° g) ve baslatic1 olarak 2-bromo-N-(4-siyanobenzil) biitanamid (1,4x10™
mol, 39,3 x10® mL), asetonitril (2 mL) ¢oziiciisiinde oda sicakliginda Schlenk tiipii
icerisinde ¢oziildii. Kullanilan bilesiklerin molca oranlar1 sirasiyla baslatici :
PEGMA : PMDETA : CuCl = 1 :50: 1,2 : 1 seklindedir. Reaksiyon karisimina ii¢
kere siv1 azot icinde dondurma-vakum-eritme islemi uygulanarak ¢ozelti icindeki
¢ozlinmiis halde olan gazlar uzaklastirildi ve oda sicakligina getirilen tiipiin igerisi
argon gazi ile doyuruldu. Schlenk tiipii dnceden 70 °C’ye 1sitilmig yag banyosuna
daldirilarak polimerizasyon baslatildi ve yaklasik 24 saatlik siirenin sonunda
reaksiyon ortami hava atmosferine agilarak polimerizasyon islemi sonlandirildi.
Daha sonra elde edilen viskoz malzeme 4 mL asetonitrilde coziilerek
safsizliklardan kurtulmak amaciyla, 5 giin boyunca distile suya karsi diyaliz
(membran MWCO 3,5 kDa) yapilarak saflastirildi. Diyaliz islemi sonlandirildiktan
sonra polimer 24 saat boyunca liyofilizatore koyuldu. Ayni prosediir ile molca
oranlar sirastyla baslatici : PEGMA : PMDETA : CuCl = 1:20:1,2:1 (SS030) ;
baslatici: PEGMA : PMDETA : CuCl =1:10:1,2:1 (SS031) ; baslatici: PEGMA
:PMDETA : CuCl=1:10:1,2:1 (SS032) ve baslatici: PEGMA : PMDETA : CuCl
=1:10:1,2:1 (SS036) olan bes ayr1 polimer daha sentezlendi. SS031, SS032
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ve SS036 kodlu polimerler ayni oranda sentezlendi fakat polimerizasyon siiresi

sirasiyla 24 saat, 3,5 saat ve 1 saat siirdii.

Bir baska sentezde ise PEGMA (22,6x10°mol, 2 mL) monomeri, PMDETA
(1,68x10* mol, 3,6x10% mL) , bakir (I) kloriir (CuCl) (2,4x10* mol, 2,37 x10? g)
ve baglatic1 olarak 2-bromo-N-(4-siyanobenzil) biitanamid (2,4x10* mol, 6,5x10
> g), metanol (2 mL) c¢oziiclisinde oda sicakliginda Schlenk tiipii icerisinde
¢oziildii. Kullanilan bilesiklerin molca oranlari sirasiyla baslatict: PEGMA :
PMDETA : CuCl = 1:30: 1,2 : 1 seklindedir. Reaksiyon karisimina ii¢ kere sivi
azot icinde dondurma-vakum-cézme islemi uygulanarak c¢ozelti icindeki
¢oziinmiis halde olan gazlar uzaklastirildi ve oda sicakligina getirilen tiip argon
gaz1 ile doyuruldu. Schlenk tiipii 6nceden 70°Cye 1sitilmis yag banyosuna
daldirilarak polimerizasyon baslatildi ve yaklasik 4 saatlik siirenin sonunda
reaksiyon ortami hava atmosferine agilarak polimerizasyon islemi sonlandirildi.
Daha sonra polimer dietil eterde coOktiiriildi ve safsizliklardan kurtulmak
amaciyla, 2 giin boyunca distile suya karsi diyaliz (membran MWCO 3,5 kDa)
yapilarak saflastirildi. Diyaliz islemi sonlandirildiktan sonra polimer 24 saat

boyunca liyofilizatére koyuldu.
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3.3.2 PPEGMA-CN’nin U¢ Grubunun Tetrazine Doniistiiriilmesi

CN
Br
N
H n + (o}
/6\/0
NC (o) (o) D
N (o)
' H

1) % 5 mol Ni(OT); | 2) NaNO,
NH,NH,, 60°C | 1M HClI
48 saat E

Iz
=

N o
NT o 0’6\/\)?

>(°\L]/H

Sekil 3.7 Polimer ucundaki nitril grubunun tetrazine dontistiiriilmesi

Asetonitril (1,962x10° mol, 0,102 mL), nikel triflorometansiilfonat (Ni(OTf),)
(1,962x10* mol, 7x10? g) ve hidrazin monohidrat (9,811x10° mol, 0,475 mL)
iceren reaksiyon karisimi 10 mL’lik bir Schlenk tiipiinde hazirlandi. Dimetil
formamid (DMF) ile 6nciil polimer (9,811x10° mol, 39x10? g) ise ayr1 bir yerde
¢oziildiikten sonra enjektor yardimiyla Schlenk tiipli icerisine damla damla
eklendi ve ardindan onceden 60”C’ye 1sitilmis olan silikon yag1 banyosu icine
daldirildi ve yaklasik 48 saat boyunca karistirildi. 48 saatin sonunda reaksiyon
karisimi oda sicakligina getirilerek sodyum nitrit (NaNO,) (3,924x10° mol, 27x10
> g) ¢Ozeltisi damla damla eklendi. Ardindan 1 M hidroklorik (HCI) ¢6zeltisi damla
damla ¢ozeltinin rengi parlak pembe hale gelene ve pH degeri 3 olana kadar ilave
edildi. (Bu sirada zehirli nitrojen oksit gazi agiga cikacagi icin iyi havalandirma
saglanmalidir.) Elde edilen ham {iriin diklorometan (60 mL) ile dort kez ekstrakte
edildi. Toplanan organik faza magnezyum siilfat (MgSO,) eklenerek kurutuldu ve

filtre kagidinda siizlildiikten sonra doner buharlastiricida buharlastirildi
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safsizliklardan kurtulmak amaciyla, 1 giin boyunca metanole karsi diyaliz
(membran MWCO 3,5 kDa) yapilarak saflastirildi. Diyaliz islemi sonlandirildiktan
sonra elde edilen polimer tetrahidrofuran (THF) ile ¢oziildii ve ardindan nikel
tuzu kalintilarindan kurtulmak i¢in noétral alimuna kolonundan THF yardimu ile
gecirildikten sonra fazla THF doner buharlastirici ile ucuruldu. Elde edilen polimer

"H-NMR spektroskopisiyle analiz edildi.

3.3.3 ATRP ile Poli(metilmetakrilat-co-akrilonitril) [P(MMAgs-co-AN,)]

o
B
)\fo /\O)H/ | i
EBP
m =\ —_—
+n o) /\0 m+n
CN ~N Cu(l)Br / PMDETA
AN MMA . CN e
Asetonitril 0 0
90 °C poli(metil methakrilat-co-akrilonitril)

Sekil 3.8 P(MMA-co-AN) kopolimerinin sentezinin reaksiyon semasi

Metil metakrilat (MMA) ve akrilonitril (AN) [P(MMA-co-AN)] kopolimeri ATRP
ile elde edildi. Metil metakrilat (MMA) (1,66x102% mol, 1,77x10* mL) ve
akrilonitril (AN) (4,155x10° mol, 273,56x10* mL), pentametildietilentriamin
(PMDETA) (2,49x10™ mol, 5,2x10° mL), bakir(I)bromiir (CuBr) (2,07x10™* mol,
20,57x10° g), etil 2-bromopropionat (EBP) (2,07x10* mol, 26,98 x10° mL) ve
asetonitril (0,5mL) 10 mLlik bir Schlenk tiipiin icerisine koyuldu.
MMA:AN:EBP:CuBr:PMDETA'nin molar orani 80:20:1:1:1,2 olarak ayarlandi.
Reaksiyon karisimi {ic kere sivi azot icinde dondurma-vakum-eritme islemi
uygulanarak c¢ozelti icindeki ¢oziinmiis halde olan gazlar uzaklastirildi ve oda
sicakligina getirilen ¢ozeltiden argon gazi gecirildi. Schlenk tiipii nceden 90 °C’ye
1sitilmis yag banyosuna daldirilarak polimerizasyon baslatildi ve yaklasik 18
saatlik slirenin sonunda reaksiyon ortami hava atmosferine agilarak
polimerizasyon islemi sonlandirildi. Daha sonra elde edilen viskoz madde 7 mL
THEF ile ¢oziildii ve ardindan bakirdan kurtulmak icin noétral alimuna kolonundan
gecirildikten sonra THF ile yikandi ve ardindan fazla THF doner buharlastirici ile
uzaklastirildi. Daha sonra elde edilen viskoz malzeme soguk metanolde (150 mL)

¢oktiiriildii. Krozede siiziildi ve ardindan vakum altinda kurutuldu.
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3.3.4 P(MMAg-co-AN,) Polimerinin Yan Nitril Gruplarinin Tetrazine

Doniistiiriilmesi
o
1) 5 mol % Zn(OTf); o
OH
o NH,NH, . H,0
60 °C, 50 saat o mén
R mén — > CN
2) NaNO, N7 N o) o~
CN o o Ve 1 MHCI | 1]

Na N
CN

OH

(o]
Sekil 3.9 P(MMAg;-co-AN,) polimerlerinin yan nitril gruplarinin tetrazine
transformasyon reaksiyonu

4-siyanofenilasetik asit (4,38x10° mol, 0,508 g), cinko triflorometansiilfonat
(Zn(OTf),) (8,76x10* mol, 318 mg) ve hidrazin monohidrat (4,3x10° mol, 2,12
mL) iceren reaksiyon karisimi 10 mL’lik bir Schlenk tiipiinde hazirlandi. Dimetil
formamid (DMF) (8 mL) ile P(MMA—co-AN) (8,761x10®° mol, 0,5 g) onciil
polimeri ise ayr1 bir yerde coziildiikten sonra enjektér yardimiyla Schlenk tiipii
icerisine damla damla eklendi ve ardindan onceden 60 °C’ye 1sitilmis olan silikon
yag1 banyosu icine daldirildi ve yaklasik 48 saat boyunca karistirildi. 48 saatin
sonunda reaksiyon karisimi oda sicakligina getirilerek sodyum nitrit (NaNO,)
(4,3x10° mol, 3,02 g) cozeltisi damla damla eklendi. Ardindan 1,5 M hidroklorik
(HCI) asit ¢ozeltisi damla damla ¢ozeltinin rengi parlak pembe hale gelene ve pH
degeri 3 olana kadar ilave edildi. (Bu sirada zehirli nitrojen oksit gazi agiga
cikacagi icin iyi havalandirma saglanmalidir.) Elde edilen ham {ir{in diklorometan
(60 mL) ile dort kez ekstrakte edildi. Toplanan organik faza magnezyum siilfat
(MgS0O,) eklenerek kurutuldu ve filtre kagidinda siiziildiikten sonra doner

buharlastiricida buharlastirildi ve "H-NMR ile analiz edildi.
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3.3.5 Tetrazin Fonksiyonlu P(MMA,-co-AN;-co-TzBoc)
H

N 1) % 5 mol Zn(OT), 0
NH,NH, . H,0
60 °C, 50 saat 0 m+n
CN
2) NaNO, NZ N 0 o—
| ]
Nao N

1 MHCI

CN

HJ\°J<

Sekil 3.10 Tetrazin fonksiyonlu P(MMA,-co-AN,-co-TzBoc) reaksiyon

Tert-biitil4-siyanobenzilkarbamat (4,05x10° mol, 0,941 g), Zn(OTf), (4,05x10™
mol, 0,147 g) ve hidrazin monohidrat (8,1x10° mol, 4mL) iceren reaksiyon
karistmi 10 mL’lik bir Schlenk tiipiinde hazirlandi. DMF ile p(MMAy—co-AN;)
(8,1x10° mol, 0,5 g) 6nciil polimeri ise ayr1 bir yerde ¢oziildiikten sonra enjektor
yardimiyla Schlenk tiipiine damla damla eklendi ve ardindan 6nceden 60 °C’ye
isitilmis olan silikon yagi icerisine daldirildi ve yaklasik 48 saat boyunca
karistirildi. Ardindan reaksiyon karisimi oda sicakligina getirilerek sodyum nitrit
(NaNO,) (8,1x10° mol, 5,58 g) cozeltisi damla damla eklendi. Ardindan 1,5 M
hidroklorik (HCI) ¢ozeltisi damla damla ¢6zeltinin rengi parlak pembe hale gelene
ve pH degeri 3 olana kadar ilave edildi. (Bu sirada zehirli nitrojen oksit gaz1 aciga
¢ikacagi icin iyi havalandirma saglanmalidir.) Elde edilen ham {iriin diklorometan
(60 mL) ile iic kez ektraksiyon yapildi. Toplanan organik faza magnezyum siilfat
(MgSO,) eklenerek kurutuldu ve filtre kagidinda siiziildiikten sonra rotaryde

buharlastirildi. Pembe renkli {iriin olusmad.
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3.3.6 P(N-isopropilakrilamid-co-akrilonitril) Sentezi

o n
=z dibenzoil
CN
/\CN . peroksit HN o
AN

HN
Y DMF, 70 °C )\

NIPAAmM p(NIPAAm-co-AN)
Sekil 3.11 P(N-isopropilakrilamid-co-akrilonitril) sentezi

P(N-isopropilakrilamid-co-akrilonitril) = [P(NIPAAm-co-AN)] serbest radikal
polimerizasyonu ile sentezlendi. Kisaca, N-isopropilakrilamid (NIPAAm)
(16,0x10° mol, 1,81 g) ve akrilonitril (AN) (4,0x10° mol, 263 pL) Schlenk tiipii
icerine oda sicakliginda argon atmosferinde N,N-dimethyl formamide (DMF) (5
mL) icerisinde ¢oziildii. Dibenzoil peroksit (2,0x10° mol, 48x10° g) ¢6zeltinin
icerisine eklendi. Son olarak, cozelti 10 dakika boyunca argon gecirilerek,
kapatild1 ve 6nceden 1sitilmig 70 °C’lik yag banyosuna daldirildir. Bu reaksiyon
karisimi 21 saat boyunca karistirldi. 21 saatin sonunda polimerizasyon cozeltisi
oda sicakligina minimum miktarda DMF ile seyreltildi ve elde edilen polimer ii¢

giin boyunca distile suya karsi diyaliz (MWCO 3,5 kDa) yapilarak saflastirildi.

3.3.7 P(NIPAAm-co-AN) Uzerine Tetrazin Gruplarimin Dogrudan

Sentezi

1) % 5 mol Zn(OTf), n
NH,NH,.H,0 60°C, HN [0} N“ >N

50 saat | Il
\n/ \ﬁ NaL _N
2) NaNO,
HN 1 MHCI

o)
p(NIPAAm-co-AN) )]\ )<
N Do
H

Sekil 3.12 P(NIPAAm-co-AN) iizerine tetrazin gruplarinin dogrudan sentezi

10 mL’lik bir Schlenk tiipiine, 0,179 g Zn(OTf), (4,95x10* mol), 0,459 g tert-butil
4-siyanobenzilkarbamat (1,98x10° mol), 2,40 mL hidrazin monohidrat (% 64-65,
3,22x10?mol) ve 1.5 mL of DMF eklendi. DMF (3,0 mL) ile ¢oziilen p(NIPAAm-
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co-AN) (2,77x10°mol, 0,500 g) ¢ozeltinin icerisine enjektor yardimiyla yavas
yavas eklendi. Schlenk tiipii kapatildi ve karisim 6énceden 60 °C’ye 1sitilmis yag
banyosuna daldirildi ve 48 saat boyunca karistirildi. Ardindan 48 saatin sonunda
oda sicaliginda sogutuldu ve biiyiik bir balona transfer edildi. 17 mL suyun
icerisinde sodyum nitrit (9,89x10° mol, 6,82 g) ¢oziilerek yavasca reaksiyon
cozeltisine eklendi. Ardinda cozeltiye 1 M HCl yavasca eklendi ve ¢ozelti parlak
kirmiz1 bir renk aldi ve gaz cikisi oldu. HCl'in eklenmesi gaz cikis1 duruncaya kadar
ve pH degeri 3 oluncaya kadar devam etti. Polimer methanol karsi diyaliz edilerek
(MWCO 3,5 KkDa) saflastirildi.  Yiiksek vakum altinda c¢oziiciiniin
uzaklastirllmasindan sonra tetrazin grubunun karakteristik rengi olan pembe

renkli polimer elde edildi.

3.3.8 ATRP ile P(poli(etilen glikol) metiletermetakrilat-co-
akrilonitril) (P(PEGMA-co-AN)) Sentezi

)\( YT
m =\ —= =
AN *é/\ ) Cu(l)Br / PMDETA

PEGMA300 Asetonitril

Sekil 3.13 P(PEGMA-co-AN) sentezi

CN

p(PEGMA-co-AN) °

m+n
o
o/\a' N

Poli(etilen glikol) metil eter metakrilat (PEGMA) and akrilonitril (AN) [P(PEGMA-
co-AN)] kopolimeri ATRP ile elde edildi. Poli(etilen glikol) metil eter metakrilat
(PEGMA (M,=300 g/mol)) (14,0x10° mol, 4,0 mL), AN (1,56x10°mol,102 uL),
N,N,N'N" N"-Pentametildietilentriamin (PMDETA) (3,41x10* mol, 71 ul) ve bakir
(Dbromid (CuBr) (3,1x10* mol, 4,44x10°g) 10 mL’lik bir Schlenk tiipiin icerisine
koyuldu. Reaksiyon karisimi dort kez sivi azot icinde dondurma-vakum-eritme
islemi uygulandi, Schlenk tiipii argon gazi ile dolduruldu ve baslatici olarak EBP
(1,55x10* mol, 20,1 wl) argon atmosferi altinda eklendi.
PEGMA:AN:EBP:CuBr:PMDETA’nin molar orani 90:10:1:2:2,2 olarak ayarlandi.
Polimerizasyon, Schlenk tiipiiniin 6énceden 90 °C’ye 1sitilmis olan yag banyosu
icerisine yerlestirildi. Polimerizasyonun 18. saatinin sonunda polimerizasyonu

sonlandirmak icin ¢6zelti hava atmosferine acildi. Ardindan viskoz ¢6ziicii THF ile

65



seyreltildi ve soguk dietil eterde coktiiriildii. Daha sonra ¢oktiiriilmiis polimer su
icerisinde ¢oziildii ve li¢ gece boyunca suya kars1 diyaliz (MWCO 3,5 kDa) ile
saflastirildi. Sonunda, elde edilen p(PEGMA-co-AN) liyofilizator ile kurutuldu.

3.3.9 P(PEGMA-co-AN) Uzerine Tetrazin Gruplarinin Dogrudan
Sentezi

o

° CN /\o
1) % 5 mol Ni(OTf), CN o
N7 N o ~
o0 n . NH,NH,.H,0 \ b o k
CN o o 2) NaNO, N N
Pt ™ I
N (o]
H

p(PEGMA-co-AN)
o )<
N )J\o
H

Sekil 3.14 P(PEGMA-co-AN) iizerinde tetrazin gruplarinin dogrudan sentezi

10 mL’lik Schelenk tiipiin icerisine, 33 mg nikel triflorometansiilfonat (Ni(OTf),)
(9x10®° mol), 0,209 g tert-butil 4-siyanobenzilkarbamat (9x10* mol), 131 pL
hidrazin monohidrat (% 64-65, 1,76x10°mol) eklendi. Onciil polimer p(PEGMA-
co-AN) (PEGMA:AN=9:1) (4x10”° mol, 0,5 g) DMF ile ¢oziildii, bu ¢ozelti
enjektOr vasitastyla Schlenk tiipii icerisine eklendi. Schlenk tiipii kapatildi ve bu
karisim 24 saat boyunca 60°C’deki yag banyosu icerisinde karistirildi. 24 saatin
sonunda bu reaksiyon cozeltisi oda sicakligina kadar sogutuldu ve Schlenk

tiipiinden ¢ikarilarak biiyiik bir balona transfer edildi.

5 mL saf suyun icerisinde sodyum nitrit (1,8x10? mol, 1,242 g) coziilerek yavasca
reaksiyon ¢oOzeltisine eklendi. Ardinda ¢6zeltiye 1 M HCl yavasca eklendi ve ¢ozelti
parlak kirmizi bir renk aldi ve gaz cikisi oldu. HCl ‘in eklenmesi gaz cikisi
duruncaya kadar ve pH degeri 3 oluncaya kadar devam etti. Polimer metanole
kars1 diyaliz edilerek (MWCO 3,5 kDa) saflastirildi. Yiiksek vakum altinda

¢oziliclinun uzaklastirilmasindan sonra pembe renkli polimer elde edildi.
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3.4 Polimerler Uzerindeki Tetrazinler ile IEDDA

Reaksiyonu

Farkli TCO ve NB tiirevli molekiiler ile tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN)
tizerindeki tetrazin gruplar1 arasindaki iEDDA reaksiyonu UV-Vis spektroskopisi
kullanilarak izlenmistir. Bunun i¢in farkli kaplarda tetrazin fonksiyonlu polimer
(20 mg/mL), TCO (2 mg/mL), TCO-NHS (1 mg/mL), PEG-NB (1,9 mg/mL) ve
cis-5-norbornen-endo-2,3-dikarboksilik anhidritin (NB) (0,029 mg/mL) THF
icerisinde cozeltileri hazirlanmistir. Tetrazin fonksiyonlu polimer cozeltisine
kiiciik miktarlarda tetrazin partner molekiilii olan molekiillerin ¢ozeltileri kiiciik
miktarlarda eklenerek UV-Vis absorbanslari o6lciilmiistiir. TCO tiirevi igeren

cozeltilerde ilaveden sonra 1 dakika beklenerek Olciimler yapilmustir.

NB cozeltisi ile yapilan deneylerde ise farkli ekivalende NB iceren cozeltiler
tetrazin fonksiyonlu polimer ¢o6zeltisine eklendikten sonra 1 saat beklenerek UV-
Vis absorbans (250-800 nm) dl¢timleri yapilmistir. PEG-NB ile yapilan deneylerde

ise olctimler eklemeden 2 saat sonra yapilmistir.
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A Lk

Sekil 3.15 Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (1mL, 20 mg/mL THF de)
ve NB (0,029 mg/mL THF’de) iEDDA reaksiyonu

H
Sekil 3.16 Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (1mL, 20 mg/mL THF de)
ve PEG-NB (1,9 mg/mL THF de) iEDDA reaksiyonu

Lk <

Sekil 3.17 Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (1mlL, 20 mg/mL THF’de)
ve TCO (2 mg/mL THF de) iEDDA reaksiyonu
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(TCO-NHS)

(o]
u)l\ok ,
Sekil 3.18 Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (1mL, 20 mg/mL THF de)
ve TCO-NHS (1 mg/mL THF’de) iEDDA reaksiyonu

Benzer olarak, tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN) (1 mL, 5 mg/mL THFde),
TCO (0,066 mg/mL THF'de) ve TCO-NHS (2,8 mg/mL THF'de) az miktarda
karistirilarak bir dakika gibi kisa bir siirede iDDEA reaksiyonu gerceklesmistir ve
UV-Vis spektroskopisinde izlenmistir. Son kismin (toplam 198 ug TCO’ya karsilik
gelen) eklenmesinden sonra, polimer metanole kars: diyaliz edildi (MWCO 3500)
ve 'H-NMR spektroskopisiyle analiz edilmistir. TCO-NHS (50 uL, 2,8 mg/mL) ve
tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN) (1 mL, 5 mg/mL THF’de) arasindaki
reaksiyon '"H-NMR ile analiz edilmistir.
0
a N C
v Mo oIS Ho

(TCO)
-—>

ALK S

H

Sekil 3.19 Tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN) (1mL, 5 mg/mL THF de) ve
TCO (0,066 mg/mL THF de) iEDDA reaksiyonu

z2—=

z—z
7\
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ALK

H
Sekil 3.20 Tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN) (1mL, 5 mg/mL THF de) ve
TCO-NHS (2,8 mg/mL THF de) iEDDA reaksiyonu

3.5 Tetrazin Fonksiyonlu Polimerlerin Absorbans-

Sicaklik Degisimi

Su icinde tetrazin fonksiyonlu polimer (3,17x10° mmol, 2 mg), tetrazin
fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (3,17x10™* mmol, 20 mg) ve PEG-NB (9,51x10*
mmol, 1,90 mg), tetrazin fonksiyonlu polimer (3,17x10* mmol, 20 mg) ve Nb
(1,58x10” mol, 1 mg) miktarlarda ters elektron gereksinimli Diels Alder (iEDDA)
reaksiyonu prensibine gore karistirilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
polimerin UV-Vis absorbansi farkli sicakliklarda olciildii. Sicaklikla PNIPAAm’in
faz gecis davranisi 375 nm dalga boyundaki absorbans degerlerinin sicaklikla

degisimi takip edilerek analiz edilmistir.
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Bulgular

4.1 Onciil Molekiillerin Sentezleri ve Karakterizasyonlar

4.1.1 Tert-biitil4-siyanobenzilkarbamat Sentezi ve

Karakterizasyonu

Tetrazin sentezinde kullanilacak olan amin fonksiyonlu bu nitril tiirevi yan tirtin
olusumunun engellenmesi amaciyla Boc grubu ile korunmustir. Koruma grubunun
baglanmasi i¢in yapilan reaksiyonda tirtin %90 verimle 2,467 g olarak elde edildi.
Sekil 4.1’de verilen 'H-NMR spektrumu molekiiliin karakteristik piklerini
tasimaktadir. Bu piklere gore elde edilen tert-biitil 4-siyanobenzilkarbamatin saf
birgekilde basarili bir sekilde sentezlendigi anlagilmaktadir. 'H NMR (500 MHz,
CDCls, 6): 1,48 (s, 3H, C-(CHa3)3), 4,39 (d, 2H, -Ar-H-CH,- NH-), 5,02(t, H, -CH,-
NH-), 7,40(d,H, Ar-H), 7,64 (d,H, Ar-H).

88l
2L
80
00z
80
2’6

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (f1)

Sekil 4.1 Tert-biitil4-siyanobenzilkarbamat '"H-NMR spektrumu (CDCl,)
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4.1.2 2-bromo-N-(4-siyanobenzil)biitanamid Sentezi ve

Karakterizasyonu

Uc gruplu tetrazin fonksiyonlu polimerlerin Onciillerinin ATRP ile sentezi i¢in
baslatic1 olarak kullanilacak olan 2-bromo-N-(4-siyanobenzil) biitanamid yaygin
amitlesme reaksiyonu ile hazirlanmistir. Silika jel kolon ile saflastirilan beyaz
renkli saf {iriin % 73,72 verimle elde edildi. Sekil 4.2 verilen {iriine ait '"H-NMR
spektrumu molekiiliin karakteristik proton piklerini tasimaktadir. Elde edilen bu

saf bilesik, daha sonra ATRP’de fonksiyonel baslatici olarak kullanilmustir.

=} f
H e
a N :
Br
5 (o]
(] d b
CN
N f
A LL_LL_
oLy L Lo ! CO
T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (t1)
Sekil 4.2 2-bromo-N-(4-siyanobenzil) biitanamid 'H-NMR spektrumu (CDCl,)

4.1.3 Poli(etilen glikol) - Norbornen (PEG-NB) Sentezi ve

Karakterizasyonu

IEDDA reaksiyonunda kullanilacak olan PEG-NB, % 70 verim ile 680 mg elde
edilmistir. PEG-NB’ye ait 'H-NMR spektrumuna ait karakteristik pikler, Sekil
4.3’de goriinmektedir. Bu pikler, elde edilen {rintin basarili bir sekilde

sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 4.3 PEG-NB’nin 'H-NMR spektrumu (CDCls)

4.2 Trans-siklookten (TCO) ve Tiirevleri Sentezi ve

Karakterizasyonu

4.2.1 Trans-siklookten (TCO) Sentezi ve Karakterizasyonu

TCO’lar yiiksek hizlar1 nedeniyle iEDDA reaksiyonununda tetrazin molekiiliiniin
en oOnemli substrati olarak kullanilmistir. Bunun icin literatiirde oOnerilen
fotoizomerizasyon yaklasimi uygulanmistir [72]. Elde edilen polar (245 mg) ve
apolar (250 mg) trans-izomerler izomer karisimi silika kolon (hekzan:dietil
ether=4:1) ile ayrilmistir. IEDDA’de, daha yiiksek hizindan dolay1 daha fazla polar
izomeri tercih edilmistir. Her iki izomerin NMR spektrumlar (Sekil 4.4 ve Sekil
4.5) izomerlere ait karakteristik pikleri icermektedir.

TCO, polar; 'H-NMR (500 MHz, CDCl;, §): 1,20-2,26 (m, 10H, -CH>-), 3.39 (m,
1H, HO-CH-) 5.31 (m, 1H, -CH=CH-), 5,50 (m, 1H, -CH=CH-)

TCO, apolar; "H NMR (500 MHz, CDCl;, §): 1,20-2,17 (m, 10H, -CH>-), 3,96 (m,
1H, HO-CH-) 5,50 (m, 2H, -CH=CH-)
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Sekil 4.4 TCO-polar'in 'H-NMR spektrumu (CDCls)
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Sekil 4.5 TCO-apolar'in 'H-NMR spektrumu (CDCls)

Sentezi ve Karakterizasyonu
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4.2.2 (E)-Sikookt-4-enil2,5-diokso-1-pirolidinilkarbonat (TCO-NHS)

Biyokonjugasyonda yaygin bir sekilde kullanilan TCO’nun siiksinimidil ester
(TCO-NHS) tiirevinin de iEDDA reaksiyon etkinligi tez kapsaminda gosterilmistir
[184, 185]. Bu nedenle sentezlenen TCO-NHS % 38 verim ile 81 mg olarak elde
edilmistir. Bilesigin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.6) siiksinimidil estere ait
proton piklerini (2,78 ppm) ve TCO’nun olefin proton piklerini (5,30 - 5,52 ppm)

gostermektedir. Bu sonuca gore, tirtin basarili bir sekilde elde edilmistir. Ek olarak



Q-TOF ESI MS ile molekiil agirligi 267,1109 g/mol bulunmustur (Hedef molekiil
agirhigi: 267,1109 g/mol).

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 1,64 (m, 2H, -O-CH-CH,-CH,-), 1.80-1,95 (m, 3H

-CH;-), 2,05-2,15 (m, 2H, -CH,-, 2,28-2,35 (m, 3H, -CH,-), 2,75 (s, 4H, -COCH.-
), 4,37 (m, H, HO-CH-), 5,39 (m, H, -CH,-CH=CH-), 5,51 (m, H, -CH,-CH=CH- )
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ppm (t1)
Sekil 4.6 TCO-NHS'in "H-NMR spektrumu (CDCl5)

4.3 Fonksiyonel Polimerlerin Sentezleri

Tez kapsaminda u¢ grubu veya yan grubu tetrazin fonksiyonlu polimerlerin
sentezleri hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda u¢ veya yan grubu nitril
fonksiyonlu onciil polimerler elde edilmistir. Yaklasimin etkinligini gostermek
amaciyla farkli polimerizasyon teknikleri (serbest radikal ve ATRP) ile farkli

polimer tiirleri (NIPAAm, PEGMA MMA esasli kopolimerler) hazirlanmistir.

4.3.1 Nitril U¢ Gruplu Poli(poli(etilen glikol) metileter metakrilat)
(PPEGMA-CN) Sentezi ve Karakterizasyonu

ATRP ile nitril u¢ gruplu poli(poli(etilen glikol)metil eter metakrilat) (PPEGMA-
CN) sentezlenmis ve elde edilen polimerdeki tekrar eden birim sayis1 (n) NMR

spektroskpisi yardimai ile hesaplanmastir.
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Sekil 4.7 Nitril u¢ grubuna sahip PPEGMA-CN’nin '"H-NMR spektrumu (CDCl5)

Aromatik nitril u¢ grubuna ait protonlarin 7,4 — 7,7 ppm civarinda gézlemlenen
piklerinin integrali ile PEGMA’nin u¢ metil gruplarina ait protonlarin 3,5 - 3,9 ppm
arasinda gozlenen piklerinin integral orani kullanilarak “n” degeri asagidaki gibi

hesaplanmistir:

[PEGMA] _ 1,426/3
[Ar-CN] ~ 0,012/4

= 158,44 (4.1)

ATRP yontemi ile farkli molekiil agirliklarina sahip nitril u¢ gruplu PPEGMA-CN
polimerleri farkli kombinasyonlarda 70 °C’de sentezlenmistir. Oncelikle her iki
sentez 24  saat sonra  sonlandirilarak mol  oranlarina = gore
baslatici:PEGMA:PMDETA:CuCl siwrastyla 1:50:1,2:1 ve 1:20:1,2:1 olarak
gerceklestirilmistir. Sentezlenmis olan bu polimerlerin 'H-NMR spektrumu
analizine gore hesaplarinda elde edilen “n” degerleri ve GPC sonuclar1 Tablo
4.1’de karsilastirilmistir. Ardindan, benzer bir reaksiyon olarak kullanilan
bilesiklerin molca oranlari sirasiyla baslatici:PEGMA:PMDETA:CuCl sirasiyla
1:10:1,2:1 seklinde ii¢ ayr reaksiyon onceden 70 °Cye isitilmig olan yag

banyosuna daldirilarak farkli sentez siirelerinin (24 saat, 3,5 saat ve 1 saat)
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polimerizasyona olan etkisi "H-NMR spektrumu ve GPC sonuclarina Tablo 4.1’de

gosterilmistir.

Tablo 4.1 Farkli oranlarda PEGMA iceren polimerler sentezleri

Polimer Siire Don. Mn’ GPC Mw’ GPC PDI “n”? Mn, NMR
(Saat) % (g/mol) (g/mol) (g/mol)

$S027
(baslatici:
PEGMA:
PMDETA: CuCl
=1:50:1.2:1)

24 89 15640 30600 1,96 | 158 | 47810

SS030
(baslatic:
PEGMA:
PMDETA:CuCl
=1:20:1.2:1)

24 29 9890 14340 1,45 108 32710

SS031
(baslatici:
PEGMA:
PMDETA:CuCl
=1:10:1.2:1)

24 63 12550 20170 1,69 | 208 62720

$S032
(baslatici:
PEGMA:
PMDETA:CuCl
=1:10:1.2:1)

3,5 56 . - - 58 17730

SS036
(baslatici:
PEGMA:
PMDETA:CuCl
=1:10:1.2:1)

1 12,5 8540 11690 1,37 37 11290

a NMR’dan aromatik nitril u¢ grubuna ait protonlarin 7,4 — 7,7 ppm civarinda gozlemlenen
piklerinin integrali ile PEGMA'nin u¢ metil gruplarina ait protonlarin 3,5 - 3,9 ppm arasinda
gozlenen piklerinin integral orani kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 4.1’de gosterilen gerek GPC gerekse NMR analizlerinden elde edilen
molekiil agirliklar1 degerlerinin beklenenden oldukga yiiksek cikmistir. Fuente J.
ve arkadaslar1 da yaptiklari bir calismada da benzer sonuglar gozlemlemistir
[186]. 1lgili literatiir calismasinda bu durumun polimerizasyon esnasinda céziicii

olarak kullanilan asetonitrilden kaynaklandigini belirtilmektedir. Bu nedenle ilgili
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reaksiyonlar asetonitril yerine metanol ¢oziizciisiinde yeniden gerceklestirilmistir

[187].

Goziicli olarak metanolun kullanilmasiyla olusan polimer % 24,3 verimle 0,486
gram elde edildi. '"H-NMR sonucuna gore M,=3978 g/mol olarak hesaplandi.
(M,.6pc=7430 g/mol, M,, crc=12650 g/mol ve PDI=1,70) Elde edilen bu nitril ug
gruplu polimerin uc¢ grubu klasik Lewis asit katalizli yaklasim ile tetrazine

modifikasyonu incelenmistir.

4.3.2 PPEGMA-CN’nin U¢ Grubunda Direkt Tetrazin Sentezinin

Arastirilmasi

PPEGMA-CN'nin u¢ grubundaki nitril grubunun tetrazine donistiiriilmesi
amaciyla ikinci bir nitril bilesigi olan tert-biitil4-siyanobenzilkarbamat ile Ni(OTf),
ve hidrazin monohidrat varliginda reaksiyona sokulmus ve ardindan asidik
ortamda sodyum nitrit ile oksidayona tabii tutulmustur. Reaksiyon sonunda
polimerin NMR spektrumu incelendiginde herhangi bir aromatik protona veya
tetrazin grubu protonlarina ait bir pik gozlemlenememistir. Bu sonug polimerin ug
kisminda bulunan aromatik nitril grubunun polimerden hidroliz sonucu
ayrildiginm1 ortaya koymaktadir. Amit baginin Lewis asidi (Ni(OTf),) ile hidroliz
olabilecegi literatiirde daha 6nce rapor edilmistir [188, 189].

CN

Bag kirilma .
bélgesi 0 1) % 5 mol Ni(OTf),

NH;NH,, 60°C
N

o]
Br 48 saat Br
H n * o] — H,N n + diger Griinler
'{,\/o 9\ )]\ J< 2) NaNO, 0
NC 0“ o > N o 1M HCl o 0%\/ %
H

Sekil 4.8 Poli(PEGMA-co-AN)’nin u¢ grubunun tetrazine dontstiiriilememesi
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Sekil 4.9 PPEGMA uc grubunda direkt tetrazin sentezi amaciyla yapilan
reaksiyon sonrasinda metalik kataliziiriin etkisi ile amit baginin kirilmasi sonucu
elde edilen amino u¢ gruplu PPEGMA

4.3.3 Poli(metilmetakrilat-co-akrilonitril) P(MMAg-co-AN,) Sentezi

ve Karakterizasyonu

P(MMAg-co-AN,) sentezinde bilesiklerin mol oranlar1t MMA : AN : EBP : CuBr :
PMDETA = 80: 20: 1: 1: 1,2 seklinde kullanilmis olup polimerizasyon sonucunda
gravimetrik olarak monomer doniisim orani % 63 olarak belirlenmistir. Elde

edilen bu polimerin 'H-NMR spektrumu Sekil 4.10’de gosterilmistir.

ppm (t1)
Sekil 4.10 P(MMAg-co-AN,) '"H-NMR spektrumu analizi (CDCls)
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Reaksiyona giren ve polimer yapisinda bulunan MMA ve AN oranlar1 'H-NMR
grafiginden  hesaplanmigtir. Bunun icin 'H-NMR  spekturumundaki
karakterizasyondan 2,5 ppm ve 2,3 ppm’de gozlenen AN’e ait proton piklerinin
alanlar1 kullanilmistir. MMA icin ise 3,52 ppm ve 3,61 ppm arasinda gozlemlenen
MMA’nin oksijen komsusu u¢ metil gruplarina ait pikin alani kullanilmistir. Buna
gore p(MMAg-co-AN,) icin bu oran (n/m) asagidaki gibi hesaplanmistir:

[MMA] _n _ 1/3

[AN]  m _ 0061 546 (4.2)

Benzer polimerizasyonlar ise Tablo 4.2’de gosterilen farkli oranlarda AN iceren
polimerler sentezlenmistir ve deneysel olarak olusan polimerlerdeki komonomer

oranlar1 '"H-NMR ile belirlenmistir.

Tablo 4.2 Farkli oranlarda AN iceren polimerler sentezleri

Formiilasyondaki Deneysel
Komonomer Komonomer
Oranlanr Orani
Kod [MMA] [AN] Dﬁnii§iim [MMA] [AN]
(ek) (ek) (%)
P(MMA,-co-AN,) 9 1 61 1 7,75
P(MMAg-co-AN,) 8 2 63 1 5,46
P(MMA,-co-AN,) 7 3 72 1 4,45

4.3.4 Tetrazin Fonksiyonlu P(MMA-co-AN-co-TzCOOH) ve Tetrazi
Fonksiyonlu P(MMA-co-AN-co-TzBoc) Sentezi ve

Karakterizasyonu

PMMA yan zincirlerinde direkt olarak tetrazin sentezinde hidrazin monohirat
varliginda Zn(OTf), katalizli yaklasim kullanilmistir. Reaksiyon farkli aromatik
nitril tiirevleri (4-siyanofenilasetik asit ve tert-butil (4-siyanobenzil)karbamat)) ile

gerceklestirilmistir. Ancak tepkenlerin hidrofilik 6zellik tasimasi ve polimerin
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hidrofobik 6zellikte olmasi reaksiyon karisiminin oldukca heterojen olmasina
neden olmustur. Bu nedenle raksiyon sirasinda olmasi gerekenden yiiksek
miktarda DMF kullanilmis ve reaksiyon seyreltik kosullarda gerceklestirilmeye
calisilmistir. Ancak reaksiyon sonunda tetrazinin varligini gosteren klasik pembe
renk gozlemlenmemis ve yapilan spektroskopik analizler sonucunda tetrazin
gruplarinin olugsmadigi anlasilmistir. Bu sonuclar dogrultusunda onerilen

yaklasimin daha hidrofilik 6zellik tasiyan polimerler ile arastirilmasina karar

verilmistir.
4.3.5 Poli(N-isopropilakrilamid-co-akrilonitril) Sentezi ve
Karakterizasyonu

Dibenzoil peroksit baslaticis1 kullanilarak, NIPAAm ve nitril yan gruplar tasiyan
akrilonitrilin (AN) serbest radikal polimerizasyonuyla (besleme orani
NIPAAmM:AN=4:1) P(NIPAAm-co-AN) kopolimeri % 58 verim ile 1,172 g (M, gpc =
18,350 g/mol, PDI = 3,72) olarak elde edildi (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Elde edilen P(NIPAAmg-co-AN,)

Elde edilen P(NIPAAm-co-AN) 6nciil polimerin kimyasal yapi1 analizinde, "H-NMR
spektrumunun (Sekil 4.12) bu polimere ait karakteristik pikleri tasidigi
gbzlemlenmisdir. Ornegin, amid protonu 6,00 - 7,00 ppm civarinda genis bir pike
sahiptir. NIPAAm’in yan grup protonlar1 4,08 ppm (-NH-CH-(CH;),) ve 1.21
ppm’de (-NH-CH-(CHj3),) goriilmiistiir. Bu polimerin anazincir pikleri 1,20-2,80
ppm araliginda gozlemlenmistir. AN proton piki (Sekil 4.12,c) ve NIPAAm’in

metilen proton pikinin (Sekil 4.12,b) integrallerinin orani alinarak AN’nin
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baglanma (birlesmesi) orami 1:4,5 olarak hesapland: (nitrilin baglanma orani=

%18,2). Bu sonu¢ AN:NIPAAm=1:4 besleme orani ile tutarlidir.
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Sekil 4.12 P(NIPAAm-co-AN)’in '"H-NMR spektrumu analizi (CDCls)

4.3.6 P(NIPAAm-co-AN) Uzerinde Tetrazin Gruplarinin Dogrudan

Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

P(NIPAAm-co-AN) polimerinin nitril gruplar1 yaygin olarak kullanilan bir sentez
yontemi ile tetrazin gruplarma doniistiiriilmiistiir. Ozellikle, tert-butil (4-
siyanobenzil)karbamat, hidrazin ve ¢inko triflate [Zn(OTf),]’in varliginda polimer
iskeletinin {izerindeki alifatik nitril gruplarn ile heterosiklik halka olusturan
aromatik nitril bileseni olarak kullanilmistir ve ardindan asidik bir ortam iginde
sodyum nitril ile oksidasyonu sonucu tetrazin elde edilmistir. Reaksiyon sirasinda,
renksiz olan cozelti tetrazin gruplarn icin karakteristik olan koyu pembe renge
doniismiistiir. Bu spesifik tetrazin sentezinde, hem homo hem de hetero baglanma
olasilig1 nedeniyle safziliga neden olan tert-biitil(4-siyanobenzil) karbamatin homo
baglanma {riinlerini gidermek amaciyla icin metonole karsi polimere diyaliz

(MWCO 3,5 kDa) yapilmistir (Sekil 4.13).
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A. B.
Sekil 4.13 Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) polimerin metanole karsi

A. diyaliz yapilirken B. diyaliz sonrasi

Diyalizden sonra, acik pembe renkli bir polimer elde edilmistir (Sekil 4.14) (M, cec
= 11,810 g/mol, My cpc = 63,030 g/mol, PDI = 5,34).

Sekil 4.14 Tetrazin fonksiyonlu p(NIPAAm-co-AN) goriintiisii

Sekil 4.15’de P(NIPAAm-co-AN)’in tetrazin sentezi Oncesi ve sonrasi 'H-NMR
spektrumu gosterilmektedir. P(NIPAAm-co-AN) tetrazin fonksiyonlu polimere
doniisiimden sonra, 7,75 ppm (f) ve 8,65 ppm (e)’de yeni aromatik proton pikleri
ayrica yan zincir olarak polimer {iizerindeki tetrazin parcalarinin olusumunu

destekleyen 1,35 ppm (g) civarindaki alifatik proton pikleri olusmustur.
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Sekil 4.15 Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) ve P(NIPAAm-co-AN) 'H-
NMR spektrumu analizi (CDCl;)

Tetrazinin metilen proton pikleri (Sekil 4.16, d) NIPAAm’'in metin proton
piklerinin (Sekil 4.16, e) integrallerinin oram1 1:68,4 olarak hesaplandi ve
dolayisiyla polimer iiziirinde tetrazinin olusum orami % 1,4 olarak belirlendi.
Sonu¢ olarak, %18,2 nitril (NIPAAm:AN = 4,48) grubu iceren bu polimer
NIPAAm’a gore %7,9 doniisim verimi ile %1,4 tetrazin iceren polimere
dontismistiir. Tetrazin sentez verimi (%7,9) literatiirde rapor edilen kiiciik
tetrazin molekiillerinin sentezindeki reaksiyon verimleri (%12-59) ile
karsilastinildiginda makul bir deger oldugu anlasilmaktadir [5]. Bu nedenle
gelistirilen yaklasimin nispeten diisiik verimli oldugu goriinse de biiyiik etkilere

sahip bir makromolekiil izerindeki tetrazin sentezi icin uygundur.
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Sekil 4.16 Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) 'H-NMR spektrumu analizi
(CDCly)

Tablo 4.3 PNIPAAm temelli polimerin fonksiyonel grup tasima oranlar

Proton | NIPAAm:R® 8 NIPAAm:R® | Fonksiyonel
(besleme) | (ppm) (NMR) grup orani
(%)
$S024* | NC-CH- 2 2,80 1 18,2
NH-CH-
(CHa)» 8 4,08 4,48
S$S025° | Ar-CH,- 2 4,40 0,030 1,45
NH-
NH-CH-
(CHs)- 8 3,94 1,026

2§S024: P(NIPAAm-co-AN); ’SS025: Tz fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN);
‘R: -CN SS024 icin, R: tetrazin SS025 icin

Modifiye ve modifiye olmamis polimerlerin FT-IR spektrumu Sekil 4.17°de
gosterilmistir. pNIPAAm ve tetrazin halka gruplarinin 1367 cm™ ve 991 cm™de

karakteristik bantlar1 goriilmektedir [190].
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Sekil 4.17 P(NIPAAm-co-AN) ve tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN)’1n FT-
IR spektrumu analizi

4.3.7 ATRP ile P(PEGMA-co-AN) Sentezi ve Karakterizasyonu

P(PEGMA-co-AN) kontrollii/yasayan polimerizasyonu tiiri olan ATRP ile
sentezlenmistir (Verim = 0,601 g; monomer doéniisimi = % 35, M, = 10640
g/mol, PDI = 1,38). Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) sentezinin benzer
yontemi kullanilarak elde edilen P(PEGMA-co-AN) polimer zincirleri {izerine
tetrazin fonksiyonlarinin dogrudan sentezinde kullanilmistir.

Modifiye edilmemis P(PEGMA-co-AN)'nin NMR spektrumu polimerin sadece
karakteristik piklerini icermektedir. Polimerin ana omurga protonlarina ait pikler

0,9-2,20 ppm araliginda goriinmektedir (Sekil 4.18).

PEG ana zincirinin karakteristik metilen proton pikleri (3,40-4,40 ppm civarinda),
u¢ metil piki (PEG-O-CHs) (3,44 ppm) ve AN ana zincir protonlar (2,46-2,78
ppm) polimerin spektrumunda gozlemlendi. PEG’in u¢ metil protonlari ve AN ana
zincir protonunun integral alan oranlar (Sekil 4.18) AN’nin baglanma oraninin
1:8,4 oldugunu gosterilmistir. Besleme oraniyla (AN:PEGMA= 1:9) uyumluluk

gosteren bu sonuca gore polimer %10,6 (molce) nitrile yan gruplari icermektedir.
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Sekil 4.18 P(PEGMA-co-AN) 'H-NMR spektrum analizi

4.3.8 P(PEGMA-co-AN) Uzerinde Direkt Olarak Tetrazin Gruplarinin
Elde Edilmesi

P(PEGMA-co-AN) polimerinin tetrazin olusturmaya yonelik modifikasyonundan
sonra 'H-NMR spektrumunda tetrazinin aromatik protonlarina ait pikler 7,47 ppm
(b) ve 8,56 ppm’de (a) ortaya ¢ikmistir. Ayrica tetrazinin tert-biitoksit grubundaki
metil protonlar1 (1,42 ppm), amide protonu (5,29 ppm, c) ve tetrazinin metilen

protonlar: da (4,68 ppm, d) NMR spektrumunda gozlemlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Tetrazine fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN) 'H-NMR spektrumu analizi

Nitrilden tetrazine doniisen tetrazin fonksiyonlu polimerin 'H-NMR
spektrumunda metilen protonlar1 (Ar-CH,-NH-CO-) piki 4,68 ppm’de ortaya
cikmistir (Sekil 4.19, d). Polimere katilmis tetrazin miktarini hesaplayabilmek
icin, metilen piki (4,68 ppm) ve PEG u¢ metil proton (3,31 ppm) pikinin integral
oranlar1 kullanilmistir (integraller icin Sekil 4.19). Bu baglanma yiizdesi
PEGMA’ya gore %1,9 (molce) hesaplandi. Baska bir degisle, %10,6 nitril iceren
polimer %17,9 doniisim verimi ile %1,9 tetrazin iceren polimere

dontstiirtilmiistiir.
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Tablo 4.4 PEGMA temelli polimerlerin fonksiyonel grup tasima oranlari

Proton | PEGMA:R® ) PEGMA:R® | Fonksiyonel
(besleme) | (ppm) (NMR) grup orani
(%)
S$S050° H-CN 1 2,78- 1 10,6
2,46
PEGMA- 9 3,44 8,39
O-CH3;
S$S051° | Ar-CH.- 1 4,68 1 1,9
NH-
PEG-O- 9 3,31 52
CH;

28S050: P(PEGMA-co-AN); "SS052: Tz fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN); ‘R: -CN
SS050 i¢in, R: tetrazin SS052 icin

4.4 Polimerler Uzerinde Tetrazinler ile IEDDA

Reaksiyonu

Elde edilen tetrazin fonksiyonlu polimerlerin iEDDA reaksiyonundaki etkinlikleri
incelenmistir. Bu amac icin trans-siklooktenol (TCO), trans-5-hidroksisikloosten
siiksinimidil esterin (TCO-NHS), poli(etilen glikol) — norbornen (PEG-NB) veya
norbornen (NB) ile polimer zincirleri iizerindeki tetrazin gruplar1 arasindaki
iEDDA reaksiyonlar1 UV-Vis ve NMR spektroskopisi ile takip edilmistir. Bu
kapsamda, tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) ve P(PEGMA-co-AN) iceren iki
farkli polimer, farkli TCO tiirevleri ve farkli norbornen tiirevleri ile reaksiyona
sokulmustur. Tetrazin bilesiklerinin fotokimyasal o0zelligi olarak tetrazin
halkasinin cok karakteristik (0zgiin, belirgin) pembe rengi reaksiyon meydana
geldigi zaman aninda ortadan kaybolmaktadir. Bu durum iEDDA reaksiyonunun

gozle dahi izlenmesine olanak saglamaktadir (Sekil 4.20) [2, 191].
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Sekil 4.20 Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) ve iEEDA reaksiyon sonrasi
tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) ve TCO

Tert-biitil(4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl) karbamat maksimum
absorbsiyon dalga boyu Sekil 4.21’de gosterildigi gibi 546 nm’dir [2]. Boylece, bu

absorpsiyon bandinin diismesi reaksiyonun izlenmesinde kullanilabilinir.

0.6-
0.5-
—cC=1x10"M
o 044 —C=5x10"M
§ —C=1x10"M
8 5] —oc=x10°Mm
o o 5
@ —C=1x10"M
F=]
<
0.2-
0.1-
0.0-
L) I L) b L) 3 L]
400 450 500 550 600 650

Wavelenght(nm)

Sekil 4.21 THF icerisinde ¢6ziilmiis cesitli konsantrasyonlardaki tert-biitil (4-(6-
metil-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)karbamat’in UV-Vis spektrumu

THF icerisinde tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) cOzeltisine yine THF'de
¢oziilmiis olan TCOnun kiiclik hacimleri ilave edildikten hemen sonra (1
dakikadan kisa bir slirede) UV-Vis spektrumunda izlenmistir (Sekil 4.22).
Goruldigu gibi, normalize edilmis spektrumlarda yaklasik 540 nm’de gozlenen
maksimum absorpsiyon TCOnun eklenmesiyle ortadan kaybolmaktadir ve bu tepe

toplam 0,2 mg TCO eklendikten sonra tamamen ortadan kaybolmustur. Boylece
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polimer fiizerindeki tetrazin molekiillerinin ekivalan miktar1 1,588x10° mol
(polimer basina 20 mg) olarak belirlenmistir. Dolayli1 yoldan belirlenen tetrazin
miktarinin direkt olarak UV-Vis spektroskopisinde Lambert-Beer kanununa gore
konsantrasyon-absorbans arasindaki iliskiyle belirlenen 1,364x10° mol
miktariyla uyumululuk gostermektedir. Spektrumlar ¢ok kisa siirede (1 dakikadan
az) kaydedildigi icin, reaksiyonun beklendigi gibi cok kisa siirede gerceklestigi
anlasilmaktadir [12].
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Sekil 4.22 THF icerisinde ¢oziinmiis tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (1
mL, 20 mg/mL) eklenen THF icerisinde ¢6ziinmiis TCO (2 mg/mL)’nun UV-Vis
spektrumu

Benzer olarak, siiksinimidil ester fonksiyonlu TCO molekiiliide (TCO-NHS) ayni1
amac icin kullanilmistir. TCO-NHS bu kez az miktarda (25 ug) eklenerek
reaksiyon incelenmistir. Benzer davranis bu deneyde de gozlemlenmistir; yaklasik

540 nm absorbans bandi1 TCO-NHS’nin eklenmesiyle yok olmustur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 THF icerisinde ¢6ziinmiis tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (1
mL, 20 mg/mL) eklenen THF icerisinde ¢6ziinmiis TCO-NHS (1 mg/mL)’nun
UV-Vis spektrumu

Tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) polimerinin TCO tiirevleri ile
gerceklestirmis oldugu iEDDA reaksiyonlarina benzer olarak TCO tiirevleri yerine
NB ve NB'nun tiirevleri kullanilarak gerceklesen reaksiyon UV-Vis spektropkopisi
incelenmigstir. Bu reaksiyonlarin TCO ile yapilan reaksiyonlara gére daha uzun
siirede gerceklestigi goriilmiistiir. Bu durum literatiirdeki 6rneklerle uyumludur
[12]. Reaksiyon sonunda yaklasik 540 nm civarindaki maksimum absorbsiyon NB
ve PEG-NB miktar1 artikca gozden kaybolmustur (Sekil 4.24 ve Sekil 4.25).
Ozellikle, 12,6 mg PEG-NB'nun eklenmesiyle olusan tepe yiikseltisinin tamamen

ortadan kayboldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.24 Tetrazine fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (1 mL, 20 mg/mL THF’de)
eklenen NB (0,029 mg/mL THF'de) UV-Vis spektrumu
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Sekil 4.25 Tetrazine fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) (1 mL, 20 mg/mL THF’de)
eklenen PEG-NB (1,9 mg/mL THF’de) UV-Vis spektrumu
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Polimer ¢ozeltisinin pembe renginin kaybolmasi her dort deneyde de gozlemlendi.
Sonuc¢ olarak her iki TCO ve NB tiirevi molekiilii ile gerceklesen reaksiyonlarin

UV-Vis spektrum sonuclarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

NIPAAm esasl polimerlerden elde edilen basarili sonuclar nedeniyle biyolojik
uygulamalar icin 6nemli olan bir diger polimer olan PEG esash polimerlerin de
benzer amacla kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bunun i¢cin TCO ve TCO-NHS ile
P(PEGMA-co-AN) f{izerindeki tetrazin gruplar1 arasinda iEDDA reaksiyonu
incelenmistir. Tetrazin fonksiyonlu PEGMA-co-AN (1 mL, 5 mg/mL THFde)
cozelitisine TCO c¢ozeltisinin (0,066 mg/mL, THF de) kiiciik miktarlarda eklemesi
lizerine, 540 nm civarinda tetrazin gruplarinin absorpsyon bandi hemen azalmis

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Tetrazine fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN) (1 mL, 5 mg/mL THF de)
eklenen TCO (0,066 mg/mL, THF'de) UV-Vis spektrumu

TCO ¢ozeltisinin son kisminin (toplam 198 ug TCO) eklenmesinden sonra, polimer
izole edilmistir ve daha sonra 'H-NMR spektroskopisi ile analiz edilmistir.
Sirasiyla, P(PEGMA-co-AN), tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN), TCO ve TCO-
NHS ile reaksiyona girmis tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN)nin 'H-NMR

spektrurumu Sekil 4.27’de gosterilmistir. Her spektrum ilgili polimerlerin
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karakteristik piklerini icermektedir. Tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN)
polimeri ve TCO tiirevleri ile reaksiyona giren polimelerin '"H-NMR spektrumunlari
arasindaki en belirgin fark 10,91 ppm (TCO ile reaksiyonu icin) ve 10,40 ppm’de
(TCO-NHS ile reaksiyonu i¢in) yeni piklerin ortaya c¢ikmis olmasidir. Bu pikler
Diels-Alder reaksiyonu sirasinda olusan ikincil (seconder-destekleyici) aminin
protonunda kaynaklanmaktadir. Ayrica, TCO-NHS substrat molekiil olarak
kullanildigi zaman suksinimidil esterin proton piki 2,50 ppm civarinda
gozlemlenmistir. Hem UV-Vis spektroskopisi hem de 'H-NMR spektroskopisi
sonuclar1 polimer bagh tetrazin ve TCO tiirevleri arasindaki iEDDA reaksiyonunu

desteklemektedir.
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Sekil 4.27 (A) P(PEGMA-co-AN) 1H-NMR spektrumu, (B) tetrazin fonksiyonlu
P(PEGMA-co-AN), (C) TCO ve (D) TCO-NHS ile reaksiyona girmis tetrazin
fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN)’nin 'H-NMR spektrumu analizi
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4.5 Fonksiyonel p(NIPAAm-co-AN) Esasli Polimerlerin

Sicaklik Degisimiyle Davranislarinin incelenmesi

PNIPAAm esasl polimerler bilindigi {izere sicaklikla faz degisimine ugramaktadir.
Tez kapsaminda alde edilen PNIPAAm polimerlerinin bu davranisin1 incelemek
amaciyla polimerin sulu ¢ozeltilerinin degisen sicaklikla UV-Vis spektroskopisi ile
absorbanslari takip edilmistir. Bunun icin su icinde tetrazin fonksiyonlu polimer
(ImL, 2 mg/mL), tetrazin fonksiyonlu polimer (20 mg/mL) ve PEG-Nb (1,90
mg/mL), tetrazin fonksiyonlu polimer (20mg/mL) ve Nb (1 mg/mL) miktarlarda
ters elektron gereksinimli Diels Alder (iEDDA) reaksiyonu prensibine gore
karistirllmigtir. UV-Vis Olctimleri farkli sicakliklarda 250 - 800 nm dalgaboyu
araliginda kaydedildi. 375 nm’deki absorbans-sicaklik grafigi cizilmistir. Bu
grafige gore pNIPAAm diisiik kritik ¢ozelti sicaklig1 (LCST) 32 °C olmasi nedeniyle
bu sicakligin iistiine cikildig1 zaman polimerin hidrofobik 6zelligi artmistir, ¢ozelti
bulaniklasmis ve boylece absorbans degerleri artmistir. Bu durum ti¢ farkli polimer

icin Sekil 28’da verilen abosrbans-sicaklik egrisinde de gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.28 Tetrazin fonksiyonlu polimerlerin 375 nm’deki absorbans-sicaklik
degisim grafigi
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5

Sonuc ve Oneriler

Tetrazin sentezi ile ilgili ilk calismalar yaklasik yiiz yil 6nce baslamistir. Son
yillarda ise yiiksek hizli ve yiiksek secicilik 6zelliginin yani sira biyoortogonal
ozelligi de sahip olmasi tetrazin ile ilgili yeni sentez yontemlerinin gelistirilmesini
tekrardan giindeme gelmistir. Tetrazin molekiili ve bir alken arasindaki ilk
siklokatilma reaksiyonu Sauer tarafindan 1990’1 yillarda gerceklestirilmistir [33].
Tetrazinin trans-siklooktenin (TCO) ve norbornen (NB) ile birlikte gerceklestirmis
oldugu iEDDA reaksiyonu biyoortogonal tetrazin reaksiyonlari arasinda yiiksek
hiza sahip oldugu ise 2008 yilinda, Fox [10] ve Hilderbrand [9] tarafindan
gosterilmistir ve bu calismalarin sonuclarindan sonra bu reaksiyon tiirii oldukca

dikkat ¢ekmistir.

Literatiir caligmalarina baktigimizda zaman fonksiyonel polimerlerin elde
edilmesinde kullanilan post-modifikasyon yoOntemleri, bu tez kapsaminda
gelistirilmis olan tetrazin sentezi yontemine kiyasla ¢cok daha fazla basamaktan
olusan bir sentez yontemleriyle elde edilmektedir. Bu tez calismasinda kullanilan
sentez yonteminde gelistirilen yaklasim daha az basamak gerektirmekte olup daha
kisa slirede tamamlandig1 goriilmektedir. Burada yiiksek hiza sahip biyoortogonal
konjugasyon teknigi olan tetrazinin trans-siklookten ve norbornen tiirevleri ile
meydana getirdigi iEDDA reaksiyonu gerceklestirilmistir. Gelistirilen yaklasim ile

polimer modifikasyonunda hizli, etkili bir yontemin temeli atilmistir.

Bu tez kapsaminda ilk olarak nitril yan grubuna ve u¢ grubuna sahip olan 6nciil
polimerler serbest radikal polimerizasyonu ve atom transfer radikal
polimerizasyonu (ATRP) yoOntemleri ile sentezlenmistir. Poli(poli(etilen
glikol)metil eter metakrilat) (PPEGMA), poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPAAm)
ve poli(metil metakrilat) (PMMA) temelli polimerler biyouyumlu olmalari
nedeniyle tercih edilmistir. Biyomedikal uygulamalarda ihtiya¢ duyulan
goriintiileme ve etiketleme gibi amaclar icin kullanilma potansiyeli olabilecek bu
polimerik malzemlerin gelistirilmesinde iki ayr1 yaklasim izlenmistir. Birinci

yaklasim olarak, ATRP yontemi kullanilarak PPEGMA-CN elde edilmistir ve

97



ardindan PPEGMA-CN'nin u¢ grubunda bulunan nitril grubunun tetrazine
doniistiiriilmesi hedeflenmistir. Reaksiyon sonrasinda yapilan karakterizasyon
sonucunda tetrazin grubuna veya aromatik bir protana ait herhangi bir pik
goriilmemistir. Bunun nedeni olarak, polimerin u¢ kismindaki aromatik nitril
grubunun Ni(OTf), Lewis asidinin varliginda hidroliz ile bagin kirilmis olabilecegi
diistiniilmiistiir [188, 189]. Ikinci yaklasim ise PNIPAAm, PPEGMA ve PMMA gibi
polimerlerin akrilonitril (AN) monomerlerinin kopolimerizasyonu ile nitril yan
grubuna sahip polimerler ATRP ve serbest radikal polimerizasyon yontemi ile elde
edilmistir. Yan zincirlerin nitril grubu iceren P(NIPAAm-co-AN), P(PEGMA-co-AN)
ve P(MMA-co-AN) veya nitril u¢ fonksiyonlu polimerler klasik tetrazin sentezinde
gerekli olan nitrillerden biridir. Yan grup olarak hazirlanan tetrazin fonksiyonlu
bu polimerler icin basit bir sentez yaklasimi kullanilmistir. Hazirlanan nitril
fonksiyonlu oOnciil polimer zincirleri {izerinden dogrudan tetrazin sentezi
gerceklestirilmistir. Tetrazin sentezi, hidrazin ve katalizor olarak Ni(OTf), veya
Zn(OTf),’in varliginda polimerik nitrilin ikinci nirtil bileseni olarak tert-butyl 4-
siyanobenzilkarbamate ile reaksiyona sokulmasi ve takip eden oksidasyon ile tek-

kap yaklasimiyla gerceklestirilmistir.

Yukarida belirtilen ikinci yaklasima gére PMMA yan zincirlerinde direkt tetrazin
sentezi hedeflenmis fakat reaksiyon sonunda tetrazinin karakteristik rengi olan
pembe renk goézlemlenmemistir. '"H-NMR spekturumu incelendiginde tetrazin
gruplarinin olusmadig1 goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak tepkenin hidrofilik,
polimerin ise hidrofobik oOzellikte olmasi sonucunda reaksiyon karisiminin
heterojen olmasidir. Yiiksek miktarda ¢oziicii kullanilmasina ragmen reaksiyon
ortaminin heterojenligi engellenememistir. Bu durum sonucunda bu tiir
reaksiyonlar icin daha hidofilik 6zellige sahip polimerlerin kullanilmasi gerektigi

diistintlmisttr.

NIPAAm ve nitril yan grubuna sahip olan AN monomeri serbest radikal
polimerizasyon yontemi ile P(NIPAAm-co-AN) onciil polimeri elde edilmistir. Elde
edilen P(NIPAAm-co-AN) polimerin nitril gruplar1 direkt olarak tetrazin
sentezinde hidrazin monohidrat, tert-butil 4-siyanobenzilkarbamat ve Zn(OTf),
katalizorlii varliginda gerceklestirilmis olan yaklasim kullanilmistir. P(NIPAAm-

co-AN)’'in tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) doniisiimiinde karakteristik
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pembe renk elde edilmis olup 'H-NMR spektrum analizine gore yeni aromatik
pikler (7,75 ppm ve 8,65 ppm) veya yan zincir olarak polimer {izerindeki alifatik
proton piki de (1,35 ppm) gozlemlenmistir. P(NIPAAm-co-AN) polimerlerindeki
nitrilin tetrazine doniisim orani1 %7,9 oldugu ve bu oranin dogas1 geregi sterik
engele sahip polimerler i¢in kiiclik molekiiller (% 12-59) ile karsilastirildiginda
kabul edilebilir oldugu anlasilmaktadir [5].

P(PEGMA-co-AN) onciil polimeri ise ATRP yontemi ile sentezlenmistir. Elde edilen
bu polimer zincirleri {izerine benzer yaklasim ile tetrazin fonksiyonlar1 dogrudan
sentezlenmistir. PEG’in u¢ metil protonlar1 ve akrilonitrilin ana iskeletinin
protonununa gore, AN’nin baglanma oranin 1:8,4 oldugunu belirlenmistir. Elde
edilen P(PEGMA-co-AN)’in molce %10,6’sinin nitril yan gruplarini icermekte
oldugu hesaplanmistir. Tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN)’in 'H-NMR
spektrumuna gore tetrazin aromatik protonlari (7,47 ppm ve 8,56 ppm) olusmus
ve ayrica tetrazinin tert-biitoksit'in metil protonlari, amid protonu ve metilen
protonlar1 gozlemlenmistir. Polimere katilmig tetrazin miktari 'H-NMR
spekrtrumundan belirlenmis ve nitril/tetrazin dontisimi  %17,9 olarak

hesaplanmustir.

Elde edilmis olan tetrazin fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) ve tetrazin fonksiyonlu
P(PEGMA-co-AN) polimerleri iEDDA reaksiyonundaki etkileri UV-Vis ve 'H-NMR
spektroskopisi ile izlenmistir. Bu reaksiyonda substrat olarak TCO ve NB tiirevleri
kullanilmistir. Tetrazine ve substrat arasinda meydana gelen bu click
reaksiyonlarinda tetrazin halkasinin kendine 6zgili pembe renginin reaksiyon
gerceklestiginde  belirgin  bir sekilde ortadan kaybolmustur. IEDDA
reaksiyonlarinin UV-Vis spektrumunda yaklasik 540 nm’de go6zlenen tetrazinin
maksimum absorpsiyonunun TCO, TCO-NHS, NB ve PEG-NB'nun eklenmesiyle
ortadan yok olmasi ile izlenebilecegini gostermistir. Sentezlenen her iki tetrazin
fonksiyonlu P(NIPAAm-co-AN) ve P(PEGMA-co-AN) polimerlerinin UV-Vis

spektrum sonuclarinin birbirleriyle uyumlu oldugu gézlemlenmistir.

P(PEGMA-co-AN), tetrazin fonksiyonlu P(PEGMA-co-AN), tetrazin fonksiyonlu bu

polimerin TCO ve TCO-NHS ile reaksiyon sonucu olusan polimerlerin 'H-NMR
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spektrum sonuclarina bakildiginda bu sonuclarin da UV-Vis spektrumu sonuglari

ile desteklenmis oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak direkt olarak tek-kap yaklasimina dayanan yeni gelistirilen bu
yaklasim, basit ve etkili bir sekilde tetrazin fonksiyonlu polimerlerin sentezine
katki saglamistir (Sekil 5.1). Bu yaklasimda PMMA gibi hidrofobik polimerler
yerine PEG ve NIPAAm esasl suda ¢oziiniir polimerlerin tercih edilmesi gerektigi
anlasilmaktadir. Bu tez kapsaminda gelistirilen tetrazin fonksiyonlu polimerlerin
sentezlenmesiyle caba, zaman ve maliyet tasarrufu olacagi Ongoriilmektedir.
Ayrica tezde bu polimerlerin iEDDA reaksiyonundaki etkinlikleri ve hizlar1 da
basarili bir sekilde gosterilmistir. Tetrazin iEDDA reaksiyonunun sagladig: yiiksek
hizl1 ve secicilik ile de yiiksek etkinlikte hizli bir modifikasyon saglanabilecektir.
Yine reaksiyonun Ozellikleri geregi bu polimerlerin potansiyel uygulamalarindan
biri olan hastaliklarin yani ve teshisinde hizli kinetikle o©ne c¢ikacagi
diisiiniilmektedir. Tetrazin uygulamalarn ile ilgili olarak, bu yaklasim molekiiller
goriintiileme [9, 13, 30, 73, 74], hiicreyi hiicreye birlestirme [75], cesitli polimer
mimarilerinin iiretilmesi [76, 77, 192], hidrojel sentezi [81], ylizey Oriintiileme
[82], mikrocip teknolojileri [83, 84] ve protein polimer konjugatlarinda [85]
kullanilabilecek faydali bir arac olabilir.
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P(PEGMA-co-AN) / P(NIPAAm-co-AN)
CN CN ¢cN CN ¢N

katalizor

CN
NH,NH,
NaNOZ
K HCI

zZ=-Z
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Sekil 5.1 Nitril yan grubu tasiyan polimerler {izerinde direkt olarak
sentezlenmis tetrazin gruplarina sahip polimerin TCO ile arasindaki iEDDA
reaksiyonu
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