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ISIKLA TETIKLENEN TERS ELEKTRON GEREKSINIMLI DIELS-ALDER
REAKSIYONU ILE TEK ZINCIiR POLIMER NANOPARCACIKLARIN
HAZIRLANMASI

OZET

Dogadan alinan ilham kimya alaninin gelismesinde biiyiik bir rol oynamaktadir. Son
yillarda 6ne ¢ikan tek zincir polimer nanopargaciklar (SCNP) da proteinlerin katlanip
diizenlenmesinden ilham alinarak gelistirilmistir. Tek zincir polimer nanopargaciklar,
tek bir polimer zincirinin 6zgiin bir sekilde katlanmasi ve ¢apraz baglanmasi sonucu
ortaya ¢ikan nano 6l¢ekli yapilari ifade etmektedir. Bu katlanma, proteinlerin hidrojen
baglar ile katlanmasina benzemektedir, ancak polimerlerin katlanmasi i¢in radikal
kenetlenme, metal ligasyonu, click kimyasi, supramolekiiler etkilesimler gibi birgok
kovalent, dinamik kovalent ve kovalent olmayan capraz baglanma yoOntemleri
kullanilmaktadir. Bu reaksiyonlar iginde, Ozellikle 1limli kosullarda yiiksek
verimlilikle kovalent baglar olusturan click kimyasi dikkat ¢ekmektedir. Click kimyasi
baslig1 altinda siklokatilma, niikleofilik halka agilma, karbon-karbon ¢oklu baglara
katilma ve aldol olmayan karbonil bilesiklerinin reaksiyonlar1 vardir. Siklokatilma
reaksiyonlariin bir 6rnegi olan ters elektron gereksinimli Diels-Alder (IEDDA)
reaksiyonu elektronca zengin bir dienofil ve elektronca fakir bir konjuge dien arasinda
meydana gelen 6nemli bir [4+2] katilma reaksiyonudur. Genellikle 1,2,4,5-tetrazinler
ve olefinler arasinda ger¢eklesen IEDDA reaksiyonunun biyoortogonal olmasi, hizl
kinetige ve yiiksek verimlilige sahip olmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Isikla
tetiklenen ters elektron gereksinimli Diels-Alder (foto-IEDDA) reaksiyonlarinda ise
geleneksel IEDDA reaksiyonlar 1sikla kontrol edilebilmektedir. Dihidtrotetrazin
(dHTz) molekiilleri IEDDA reaksiyonu i¢in inaktifken bir fotooksidan varliginda 1s1k
ile uyarildiginda yiikseltgenerek tetrazin (Tz) molekiiline doniismekte ve IEDDA
reaksiyonu i¢in reaktif hale gelmektedir.

Bu tez kapsaminda, polimer {izerinde bulunan 6-(6-(piridin-2-il)-1,4-dihidro 1,2,4,5-
tetrazin-3-il) piridin-3-amin (PPA-dHTZ) ve norbornen (Nb) gruplari arasinda in situ

olarak gerceklesen foto-IEDDA reaksiyonu kullanilarak molekiil i¢i ¢apraz bagh
nanopargaciklarin hazirlanmast icin yeni bir strateji gelistirilmistir. {1k olarak, 4-0kso-
4-((6-(6-(piridin-2-il)-1,2,4,5 tetrazin-3-il)piridin-3 il)amino)biitanoik asit (PPA-
dHTz-COOH) sentezlenmistir, ardindan poli(metil metakrilat-ko-hidroksietil
metakrilat) P(MMA-ko-HEMA), tersinir  katilma ayrilma  zincir-transfer
polimerizasyonu (RAFT) kullanilarak sentezlenmistir. Daha sonra, PPA-dHTz-COOH
ve bisiklo[2,2,1]hept-5-en-2-karboksilik asit (Nb-COOH), esterifikasyon reaksiyonu
yoluyla polimerin yan zincirlerine baglanmistir. Son olarak, SCNP’leri hazirlamak igin
oncii polimer, P(IMMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTZz/Nb, ¢ozeltisi metilen mavisi (8uM)
varliginda etanol igerisinde 0,5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Polimer,
kirmizi lazer ile (A=680nm, O,3W/Cm2) uyarilmig ve dihidrotetrazinlerin tetrazine
oksidasyonu UV-Vis spektrofotometresi ile takip edilmistir.

Bu tez kapsaminda, sentezlenen bilesikler, niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi, jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) ve kizilotesi spektroskopisi (FT-

XVii



IR) ile karakterize edilmistir. Hazirlanan SCNP’lerin termal davraniglarini incelemek
i¢cin diferansiyel taramal1 kalorimetre (DSC), boyut analizleri i¢in dinamik 1s1k sac¢ilim
(DLS) ve morfolojik yapilarini incelemek igin taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore SCNP’ler basariyla hazirlanmistir.
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FABRICATION OF SINGLE-CHAIN POLYMER NANOPARTICLES BY
LIGHT-INDUCED INVERSE ELECTRON DEMAND DIELS-ALDER
REACTION

SUMMARY

Nanotechnology is a multidisciplinary field that manipulates matter at the nanoscale,
which is about 1 to 100 nanometers. This technology leverages the unique physical,
chemical, and biological properties that materials exhibit at such a small scale. The
importance of nanotechnology lies in its wide-ranging applications across various
fields including medicine, electronics, energy, and materials science. In medicine, for
example, nanotechnology is used for targeted drug delivery, which allows drugs to be
delivered directly to diseased cells, minimizing side effects and improving treatment
efficacy. In electronics, it enables the production of smaller, faster, and more efficient
devices. Small size of Nanomaterials gives them a much larger surface area to volume
ratio, which can lead to novel physical and chemical properties. Nanomaterials can be
classified based on their dimensions, which range from zero-dimensional (0OD) to
three-dimensional (3D).

Focusing on nanoparticles, these are 0D nanomaterials with all three dimensions in the
nanoscale. They have a wide range of applications, including in drug delivery,
imaging, and as catalysts due to their high surface area and tunable physical and
chemical properties. Nanoparticles can generally be classified into three fundamental
categories: carbon-based, inorganic, and organic. Carbon-based nanoparticles
encompass nanomaterials entirely composed of carbon elements in their structure.
Inorganic nanoparticles, on the other hand, are particles that do not contain carbon,
typically based on metals and metal oxides. Organic nanoparticles are commonly
referred to as polymeric nanoparticles. Polymeric nanoparticles are based on polymers
which are composed of monomers. Polymers are incredibly versatile materials that
constitute a fundamental component across a multitude of industrial sectors and
consumer products. These materials find extensive applications in fields including but
not limited to textile manufacturing, cosmetic formulation, construction engineering,
food processing, and healthcare.

Polymeric nanoparticles (PNPs) are particles crafted from polymeric materials,
encompassing nano-sized colloidal organic compounds. Among the common
morphological structures of PNPs are nanospheres and nanocapsules. Nanospheres are
composed of a dense polymeric matrix, while nanocapsules consist of nano-scaled
shells made from polymers. PNPs are employed in biomedical fields due to their
numerous advantages compared to other nanoparticles, including high stability,
capability for sustained drug release profiles, biocompatibility, and non-toxicity. The
most common application of PNPs is in drug delivery systems.
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In recent years, single-chain polymer nanoparticles (SCNPs), which have gained
prominence, are designed by taking inspiration from the folding and organization of
proteins. SCNPs refer to nano-scale structures that emerge from the unique folding of
a single polymer chain through cross-linking. A fundamental characteristic of SCNP
is their large surface to volume ratio due to their small size. This ratio affects how well
these tiny particles work in various uses, like in chemical reactions, detecting
substances, delivering drugs, and storing energy. SCNPs have a larger surface area
when compared to their size. This larger surface area means they can interact more at
the molecular level, making them behave differently than larger particles. SCNPs have
found applications in many areas such as drug delivery systems, bioimaging, sensors
and catalysts. When preparing SCNPs, it is necessary to work under highly diluted
conditions during the folding process to prevent intermolecular cross-linking. Unlike
cross-linked polymers, SCNPs are well-dispersed in the solvent.

The folding of SCNPs is smiliar to the hydrogen bonding in protein folding, yet for
polymer folding, a variety of covalent, dynamic covalent, and non-covalent cross-
linking methods are utilized, such as radical coupling, metal ligation, click chemistry,
and supramolecular interactions. Among these reactions, click chemistry, known for
forming covalent bonds efficiently under mild conditions, stands out. Click chemistry
includes cycloadditions, nucleophilic ring opening, addition to carbon-carbon multiple
bonds, and reactions of non-aldol carbon compounds. A notable example of
cycloaddition reactions is the inverse electron-demand Diels-Alder (IEDDA) reaction
which is a [4+2] addition reaction occurring between an electron-rich dienophile and
an electron-poor conjugate diene. The bioorthogonal nature of the IEDDA reaction,
typically between 1,2,4,5-tetrazines and olefins, along with its fast kinetics and high
efficiency, are key advantages. In photo-induced inverse electron-demand Diels-Alder
(photo-IEDDA\) reactions, traditional IEDDA reactions can be controlled with light.
Dihydrotetrazine (dHTz) molecules are inactive for the IEDDA but can be converted
to tetrazine (Tz) molecules upon irradiation in the presene of a photosensitizer leading
to a IEDDA reaction.

In this thesis, a strategy for the preparation of intramolecularly cross-linked
nanoparticles via an in situ the light-induced inverse electron demand Diels-Alder
photo-IEDDA reaction between the 6-(6-(pyridin-2-yl)-1,4-dihydro-1,2,4,5-tetrazin-
3-yl) pyridin-3-amine (PPA-dHTZz) and norbornene (Nb) moieties on the polymer has
been developed. Firstly, 4-oxo-4-((6-(6-(pyridin-2-yl)-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)pyridin-
3ylhamino) butanoic acid (PPA-dHTz-COOH) was synthesized and poly(methyl
methacrylate-co-hydroxyethyl methacrylate) P(MMA-co-HEMA) were synthesized
using reversible addition-fragmentation chain transfer polymerization (RAFT).
Subsequently, PPA-dHTz-COOH and bicyclo[2.2.1]hept-5-ene-2-carboxylic acid
(Nb-COOH) were grafted onto the polymer via an esterification reaction. Finally, the
precursor polymer, P(MMA-co-HEMA)-g-PPA-dHTz/Nb, was prepared in solution at
a concentration of 0.5 mg/mL in ethanol in the presence of methylene blue (8 uM).
The polymer was excited with a red laser (A=680 nm, 0.3W/cm?), and the oxidation of
dihydrotetrazines to tetrazines was monitored using UV-Vis spectroscopy.

The synthesized substances were characterized using nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy, gel permeation chromatography (GPC), and Fourier-transform
infrared spectroscopy (FT-IR). Differential scanning calorimetry (DSC) was employed
to investigate the thermal behavior of the prepared SCNPs, dynamic light scattering

XX



(DLS) for size analysis, and scanning electron microscopy (SEM) for examining their
morphological structures. According to the obtained results, single-chain polymer
nanoparticles (SCNPs) were successfully prepared.
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1. GIRIS

Nanopargaciklar (NP), son yillarda malzeme bilimi, biyoteknoloji, ilag tasarimi ve
cesitli endiistriyel alanlarda biiyiik ilgi géren malzemelerdir. Bu yapilar, 1-100 nm
arasinda degisen boyutlara sahiptir. Nanopargaciklar, bilesenlerine gore organik,
karbon-bazli ve inorganik olmak iizere {i¢ smifa ayrilmaktadir. Organik
nanoparcaciklar, proteinlerden, karbonhidratlardan, lipitlerden, polimerlerden veya
diger organik bilesiklerden elde edilen NP'leri icermektedir ve en yaygin ornekleri
arasinda dendrimerler, lipozomlar, miseller ve ferritin bulunmaktadir [1]. Polimerik
nanoparcaciklar, nanokiire veya nanokapsiil olmak tizere iki tiir morfolojik yapiya
sahip olabilen 1-100 nm boyut araliginda kolloidal kat1 partikiillerdir. Kii¢iik boyutlart,
yiiksek ylizey alani-hacim oranlari, gézenekli yapilar1 gibi avantajlar1 sebebiyle ilag
tasima sistemleri, biyosensorler, nanokompozitler gibi farkli uygulamalar igin
kullanilmaktadirlar [2].

Protein gibi dogal makromolekiillerin katlanarak kendi kendine diizenlenmesinden
ilham alinarak tasarlanan tek zincir polimer nanopargaciklar (SCNP), tek bir polimer
zincirinin kendine 6zgii bir sekilde katlanarak olusturdugu nano 6lgekli yapilardir [3].
Proteinlerin katlanmas1 hidrojen baglar1 sayesinde ger¢eklesirken, SCNP’lerin
katlanmasi i¢in click kimyasi, molekiiller arasi etkilesimler, supramolekiiler
etkilesimler gibi bircok reaksiyon yontemi kullanilmaktadir [4]. Bu yontemler
arasinda en dikkat ¢ceken yontem, 1limli kosullarda, etkin ve yiiksek verimli kovalent
baglanmanin gergeklestigi bimolekiiler reaksiyonlar olarak tanimlanan click
kimyasidir. En yaygin kullanilan click reaksiyonlari, siklokatilma, niikleofilik halka
acilma, karbon-karbon ¢oklu baglara katilma ve aldol olmayan karbonil bilesiklerinin
reaksiyonlaridir [5]. Ters elektron gereksinimli Diels-Alder (IEDDA) reaksiyonu bu
reaksiyonlar arasindan siklokatilma reaksiyonlarina dahil olup, elektronca zengin bir
dienofil ile elektronca fakir bir konjuge dien arasinda gergeklesen [4+2] siklokatilma
reaksiyonudur. Bu reaksiyon, genellikle 1,2,4,5-tetrazinler ve olefinler arasinda
meydana gelmektedir ve katalizore ihtiyag duyulmamasi, hizli kinetigi, yiiksek
verimliligi ve biyoortogonal olmasi gibi pek ¢ok avantaja sahiptir [6, 7]. Bu avantajlari

dolayisiyla hiicresel goriintiileme [8], polimer modifikasyonu [9], DNA ligasyonu



[10], capraz bagl hidrojellerin hazirlanmasi [11] ve SCNP hazirlanmasi [12] gibi
birgok alanda kullanilmistir. IEDDA reaksiyonunun 1sikla kontrol edilebildigi
reaksiyonlar foto-IEDDA reaksiyonlar1 olarak adlandirilmaktadir [13]. Tetrazin ile
gergeklestirilen foto-IEDDA reaksiyonlarinda, inaktif olan dihidrotetrazin molekiilii
1sikla yiikseltgenerek reaktif tetrazin molekiiliine dontismekte ve IEDDA reaksiyonu

icin aktif hale gelmektedir.

1.1 Tezin Amaci ve Tez Konusunun Ozgiinliigii

SCNP’ler, son yillarda nanoteknoloji alaninda gittikce artan bir ilgi gormektedir.
Polimer zincirlerinin tek tek nanoparcacik halinde katlanmasiyla olusan benzersiz
yapilari, SCNP’lere boyut, sekil ve islevsellik agisindan pek ¢ok 6zellik kazandirmakta
ve bu ozellikleri sayesinde SCNP’ler, biyosensor, ila¢ tasima sistemleri, biyo-
goriintiileme gibi bir¢ok uygulama alani i¢in potansiyel tagimaktadir [14]. Bununla
birlikte, SCNP’lerin capraz baglanma yontemleri icin literatiirde cesitli Ornekler
bulunmaktadir. Ancak click kimyasmin kullanildigi 6rnek sayisi az olup 1sikla
tetiklenen ters elektron gereksinimli Diels-Alder (foto-IEDDA) reaksiyonunun
kullanildig1 herhangi bir 6rnek literatiirde mevcut degildir. Bu tez kapsaminda foto-
IEDDA reaksiyonu kullanilarak SCNP’ler hazirlamak i¢in yeni bir yaklagim

onerilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, polimer iizerindeki dihidrotetrazin (PPA-dHTz) ve norbornen
(Nb) kisimlar arasinda 1sikla tetiklenen ters elektron gereksinimli Diels-Alder (foto-
IEDDA) reaksiyonu kullanilarak molekiil i¢i capraz bagl nanoparc¢aciklar hazirlamak
icin bir strateji gelistirmek amaglanmaktadir (Sekil 1.1). Polimer olarak poli (MMA-
ko-HEMA) kopolimeri se¢ilmis ve RAFT polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Ayrica,
PPA-dHTz ve Nb tiirevleri polimere HEMA birimlerinden esterifikasyon reaksiyonu
kullanilarak graft edilmistir. Polimer zinciri tizerindeki dihidrotetrazinin tetrazine
oksidasyonu, metilen mavisi varliginda 680 nm'de 151k yayan kirmizi bir lazer (0,3
W/cm?) ile uyarilarak gerceklestirilmis ve UV-vis spektroskopisi kullanilarak takip
edilmistir. Oksidasyon, molekiiller arasi ¢apraz baglanmay1 onlemek igin seyreltik

kosullarda (0,5 mg/mL) in situ sekilde gergeklestirilmistir.
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Sekil 1.1 : Tek zincir polimer nanopargaciklarin hazirlanmasi.
1.2 Nanoparcaciklar

Nanomalzemeler, en az bir boyutu 100 nanometreden daha kiiciik olan genis bir
malzeme kategorisini temsil etmektedir. Bu malzemeler, sekillerine bagl olarak sifir
boyutlu (0D), bir boyutlu (1D), iki boyutlu (2D) ve {i¢ boyutlu (3D) olabilir (Sekil 1.2)
[15]. Sifir boyutlu (0D) nanomalzemelerin tiim boyutlari (X, y, z) nanodl¢ektedir ve
nanopargaciklar, kuantum noktalar1 ve fullerenler sifir boyutlu nanomalzemelere
ornektir. Bir malzemenin bir boyutu nano 6l¢ek araligmin disindaysa, bu tiir
malzemelere bir boyutlu (1D) nanomalzeme ad1 verilir ve nanoteller, nanofiberler ve
nanotiipler, bir boyutlu nanomalzemelerin 6rnekleridir. Malzemenin iki boyutu nano
Olcekle siirli degilse, bu malzemelere iki boyutlu (2D) nanomalzemeler denmektedir
ve nanofilmler ve grafen, iki boyutlu nanomalzemelere drnek olarak verilebilir. Ug
boyutlu (3D) nanomalzemelerin herhangi bir boyutu nano 6lgekle sinirli degildir, yani
her yonde boyutu 100 nanometrenin iizerindedir. Ancak, nanomalzeme 6zellikleri
gosterdikleri i¢in nanomalzeme sinifina dahil edilirler. Yigin nanomalzemeler, 3D

nanomalzemeler olarak adlandirilmaktadir [16, 17].
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Sekil 1.2 : Nanomalzemelerin boyutsal siniflandirilmasi: sifir (0D), bir (1D), iki (2D)
ve {i¢ (3D) boyutlu nanomalzemeler.

Nanopargaciklar, sifir boyutlu nanomalzeme sinifina aittir. Nanopargaciklarin sentezi
icin temelde iki ana yontem bulunmaktadir. Bu yontemler, asagidan yukariya (bottom-
up) ve yukaridan asagiya (top-down) olarak adlandirilir (Sekil 1.3). Asagidan yukariya
yontemi, malzemenin atom seviyesinden kiimelere ve sonunda nanoparcaciklara kadar
olusturulmasini igerir: Sol-jel, dondiirme, piroliz ve biyosentez gibi yoOntemler,
nanopargaciklarin iretimi igin en yaygin kullanilan asagidan yukariya yontemlerine
ornek teskil etmektedir. Diger taraftan, yukaridan asagiya yOnteminde ise yigin
malzeme nanodlcekli pargaciklara indirgenir: Nanolitografi, pliskiirtme ve termal

ayrigtirma, bu tiir bir yaklagimin 6rneklerindendir [18].
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Sekil 1.3 : Nanopargaciklarin asagidan yukariya ve yukaridan asagiya sentezlenme
slireci.

Nanopargaciklar, genel olarak karbon bazli, inorganik ve organik olmak iizere ii¢ temel
kategoride siniflandirilabilir. Karbon bazli nanopargaciklar, yapilarinin tamaminin

karbon elementinden olustugu nanomalzemeleri icerir ve Ornekleri arasinda



fullerenler, grafen ve karbon nanotiipler bulunmaktadir. Inorganik nanopargaciklar ise
karbon igermeyen parcaciklardir ve metal-metal oksit temelli nanopargaciklari
icermektedir [18]. Organik nanopargaciklar genellikle polimerik nanopargaciklar
olarak adlandirilmaktadir. Ferritin, dendrimerler, miseller ve lipozomlar, organik

nanoparg¢aciklarin drnekleri arasinda sayilabilir (Sekil 1.4) [19].
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Sekil 1.4 : Organik nanoparcaciklar.
1.3 Polimerlerik Malzemeler

Polimerler, dort tiir malezeme sinifindan biri olup monomer olarak adlandirilan yapi
taglarnin bir araya gelmesiyle olusan makromolekiiler bilesenlerdir ve tekstil,
kozmetik, ingaat, gida ve saglik gibi bir dizi diger sektorde kullanilmaktadir [20].
Polimerlerin sentezinde kullanilan kimyasal reaksiyonlar polimerizasyon olarak

adlandirilmakta olup tiirleri Sekil 1.5°te gosterilmektedir.

[ Polimerizasyon
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Sekil 1.5 : Cesitli polimerizasyon reaksiyonlart.

Kondenzasyon polimerizasyonu iki fonksiyonel grubun (-OH, -COOH, NH2, vb.)
farkli bir fonksiyonel grup olusturmak {iizere etkilesime girdigi kimyasal
reaksiyonlardir. Bu reaksiyon sirasinda kiigiik bir molekiil ayrilir, bu kiigiik molekiiller
H.O, HCI veya NHs gibi molekiiller olabilmektedir [21]. Halka agilma
polimerizasyonu (ROP), reaktif bir merkezin (radikal, iyonik veya katyonik) siklik bir



monomerin halkasini agarak polimer zincirlerini olusturabilecegi reaksiyonlardir. Bu
polimerizasyon ¢esidinde tetikleyici faktor halka geriliminin serbest birakilmasidir, bu
sebepten halkanin yapisi ve boyutu polimerizasyonu etkilemektedir [22]. Zincir
polimerizasyonunda doymamis monomerler biiyiiyen bir polimer zincirindeki aktif
bolgeye birer birer hizli bir sekilde eklenir. Zinciri bagslatan tiirlerin serbest radikal,
katyon veya anyon olmasina bagli olarak serbest radikal polimerizasyonu, katyonik
polimerizasyon veya anyonik polimerizasyon olarak adlandirilmaktadir [23, 24].
Zincir polimerizasyonlarinda temel olarak dort basamak bulunmaktadir.

Baslama basamagi, radikaller veya iyonlar olusturmaya yonelik reaksiyonlardir.

Zincir biiyiime basamagi, olusan polimer molekiillerindeki aktif merkezin, bir
monomer bilesigini ekleyerek yeni bir polimer molekiilii olusturdugu adimdir; bu yeni

molekiil, bir tekrar birimi daha uzun olup yeni bir aktif merkeze sahiptir.

Zincir transfer basamagi, polimer A'min aktif merkezinin B bilesiginden bir atom
alarak sonlanmasidir. Ardindan B molekiilii bir aktif merkez olusturur. Bu adimda

aktif nokta sadece bagka bir molekiile kayar ve kaybolmaz.

Sonlanma basamagi, zincir polimerizasyonunda aktif merkezin kaybolmasi ve zincir

biiylimesinin sonlanmasina neden olur [23].

Serbest radikal polimerizasyonu diger polimerizasyon g¢esitlerine kiyasla birg¢ok
avantaj sunmaktadir. Reaksiyon kosullar1 kolaydir ve cesitli vinil monomerlerin
(ko)polimerizasyonu i¢in uygundur. Ticari sentetik polimerlerin bir¢ogu serbest
radikal polimerizasyonu kullanilarak iretilmektedir. Ancak, serbest radikal
polimerizasyonunda molekiil agirliginin, polidispersitenin ve zincir mimarisinin
kontrolii olduk¢a zordur. Boyle bir kontrol elde etmek, zincir transfer ve sonlanma
reaksiyonlarmi en aza indirgemeyi gerektirir ve tim zincirlerin ayni1 anda
baslatilmasini ve ayni hizda biiylimesini saglamay1 igermektedir. Bunun sonucunda
kontrollii/yasayan radikal polimerizasyon (C/LRP) ¢esitleri gelistirilmistir. C/LRP bu
kontrolleri saglayarak farkli tiirde biyokonjugatlarin, organik/inorganik kompozitlerin
ve kopolimerlerin hazirlanmasina olanak saglamaktadir. C/LRP c¢esitleri nikroksit
aracili polimerizasyon (NMP), atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ve
tersinir katilma ayrilma polimerizasyonudur (RAFT) [21, 25, 26]. NMP
polimerizasyonu, geleneksel serbest radikal polimerizasyonu siirecine kararlt bir

nitroksit bilesiginin eklenmesi ile gerceklesir. Sterik olarak engellenmis nitroksitin



eklenmesiyle polimerizasyondaki radikal konsantrasyonu diisiik tutulur ve dolayistyla
sonlanma reaksiyonlar1 en aza indirilebilir [27]. ATRP polimerizasyonu ile gesitli vinil
ve akrilik monomerler 1limli kosullar altinda polimerlesebilmektedir. ATRP’nin
baslama asamasinda, bir alkil baslatic1 ve bir gecis metali katalizorii (en ¢ok kullanilan

bakirdir) kullanilmaktadir [28] .

1.3.1 Tersinir katilma ayrilma zincir transfer (RAFT) polimerizasyonu

RAFT polimerizasyonu 1998 yilinda kontrollii/yasayan polimerizasyon c¢esitlerinden
biri olarak kesfedilmistir. Bu polimerizasyon yontemi uygun bir zincir transfer ajani
(CTA) igeren serbest radikal polimerizasyonu olarak tanimlanabilir [29]. CTA
kullanilmasindaki ama¢ RAFT polimerizasyonundaki aktivasyon-deaktivasyon
dengesini saglamaktir. Bu aktivasyon-deaktivasyon siireci sirasinda radikal
konsantrasyonunda net bir degisiklik olmaz. Bu sayede biiyiiyen zincirler arasinda
hizl1 ve geri doniisiimlii bir denge olugmaktadir ve istenmedik bir sonlanmanin 6niine
gecilmektedir [30]. Uygun bir CTA kullanilmasi sonucunda dar molekiil agirlig:
dagilimia (PDI) ve yiiksek islevsellige sahip polimerler sentezlenebilmektedir. En sik
kullanilan RAFT ajanlart Sekil 1.6’da gosterilmistir [31]. Yildiz, blok, as1 ve karmagik
mimarilere sahip olan sentezi zor polimerler RAFT polimerizasyonu ile yiiksek

saflikta sentezlenebilmektedir [32].
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Sekil 1.6 : RAFT ajanlari [31].



RAFT polimerizasyonunun genel mekanizmast Sekil 1.7°de gosterildigi gibidir.
RAFT polimerizasyonu diger kontrollii/yasayan polimerizasyon tiirleri (NMP ve
ATRP) ile karsilastirildiginda toksik bir kimyasalin kullanilmamasindan dolay: biiyiik
avantaja sahiptir [33]. Ayrica RAFT polimerizasyonunun gesitli reaksiyon kosullarina
ve fonksiyonlandirilmaya uygun olmasi, birgok monomer tiirii ile kullanilmasi da
RAFT polimerizasyonunu diger polimerizasyon tiirlerine gore avantajli kilmaktadir.
Bu avantajlar1 sayesinde biyomedikal uygulamalarda kullanilan polimerlerin sentezi

i¢cin olduk¢a uygundur.
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Sekil 1.7 : RAFT polimerizasyonunun mekanizmasi [31].
1.3.2 Polimerik nanopargaciklar

Polimerik nanoparcaciklar (PNP’ler), nano boyutta kolloidal organik bilesikler iceren
polimerik malzemelerden iiretilen parcaciklardir. PNP’lerin yaygin morfolojik yapilar
arasinda nanokiireler ve nanokapsiiller bulunmaktadir [31]. Nanokiireler yogun
polimerik matristen olusurken, nanokapsiiller dogal veya sentetik polimerlerden
olusan nano olgekli kabuklardir (Sekil 1.8) [34]. PNP’ler diger nanopargaciklar ile
kiyaslandiginda, basit sentezleri, yiiksek kararliliklari, uzun siireli ilag salim profiline
sahip olmalari, biyouyumlu olabilmeleri ve toksik olmayislar1 gibi bir¢ok avantaja
sahiptir [35, 36] ve bu avantajlar1 sayesinde biyomedikal alanlarda kullanilmakta olup,

en yaygin kullanim alani ilag tagima sistemleridir.
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Sekil 1.8 : Nanokiire ve nanokapsiil.
PNP’lerin morfolojik yapilarina gore en sik kullanilan tiretim teknikleri Cizelge 1.1°de

gosterilmektedir [37].

Cizelge 1.1 : Morfolojik yapilarina gore polimerik nanopargaciklarin yaygin {iretim
teknikleri.

Polimerik Nanoparcacik Uretim Teknigi
Coziicli buharlagtirma
Coziicti diflizyonu

N Nanogoktiirme
Ters tuzlama
Nanokapsiil Nanocoktiirme

1.4 Click Kimyasi

Click kimyasi ilk olarak 2001 yilinda Sharpless ve arkadaglar1 tarafindan ortaya
konmustur. Click reaksiyonlar iki subsrat arasinda gerceklesen etkin, yiiksek verimli,
stereospesifik reaksiyon sinifinin biitiinii olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.9) [38]. Bu
reaksiyonlar doymamis bilesiklerin siklokatilmalart (1,3 dipolar siklokatilma, Diels-
Alder), gergin heterosiklik elektrofillerin niikleofilik halka agilma reaksiyonlar
(epoksitler, aziridinler ve aziridinyum iyonlar1), aldol tipi olmayan karbonil
reaksiyonlar1 (lire, hidrazon, oksimlerin olusumu) ve karbon-karbon coklu baglara

katilma reaksiyonlaridir (tiyol kimyasi ve Michael katilmalar1) [39].

9@ B |

* Yiiksek verim
e Yan iiriin yok

Sekil 1.9 : Click reaksiyonlar1 gosterimi.



Sik kullanilan click reaksiyonlarimin hizlar1 Cizelge 1.2°de verilmistir [40]. Bu
reaksiyonlar arasindaki en hizli reaksiyonlar trans-siklookten — tetrazin ve tetrazin —

norbornen arasinda ger¢eklesen IEDDA reaskiyonlaridir.

Cizelge 1.2 : Sik kullanilan click reaksiyonlar1 ve tepkime hizlari.

Reaksiyonlar Reaktanlar Hiz (M s?)
CuAAC AlKin - azid 102-10*
Staudinger—Bertozzi Azid - fosfin 2,2 %1073
ligasyonu

Yetersiz Elektronlu AAC Diflorosiklooktin - azid 8x1072
SPAAC Biarilazasiklooktinon - azid 1

IEDDA Norbornen - tetrazin 1-10
IEDDA trans-siklookten - tetrazin ~ 3,8x10°

1.4.1 Ters elektron gereksinimli Diels-Alder (IEDDA) click reaksiyonu

Click reaksiyonlarindan en yaygin olarak bilineni azid-alkin siklokatilma (CuAAC)
reaksiyonudur. Bu reaksiyon bakir (I) katalizorii kullanilarak gerceklesmektedir.
Ancak bu metal katalizoriinlin toksik olmasi nedeniyle biyolojik sistemlerde
kullanilmasi uygun degildir. Bunun bir sonucu olarak biyolojik ortamlarda inert olan
biyoortogonal reaksiyonlar gelistirilmistir [40]. Biyoortogonal reaksiyonlar, biyolojik
ortamlardaki biyokimyasal reaksiyonlardan etkilenmeyen ve aymi zamanda bu
reaksiyonlarin {izerinde olumsuz bir etki géstermeyen kimyasal reaksiyonlardir.
Diels-Alder reaksiyonu, elektron eksikligi bulunan bir dienofil molekiilii ile elektron
fazlaligina sahip olan konjuge dien arasinda gerceklesen [4+2] siklokatilma
reaksiyonunu ifade etmektedir. Diels-Alder reaksiyonu ilimli kosullara, hizli kinetige
ve yiiksek verime sahiptir. Bu ozelliklerinden dolay1 click reaksiyonlar1 arasinda
gosterilmektedir [41]. Ters elektron gereksinimli Diels-Alder (IEDDA) reaksiyonu,
Diels-Alder reaksiyonuna benzer sekilde gergeklesir. Ancak, bu mekanizmada
elektron eksikligi bulunan konjuge dien ile elektron fazlaligina sahip olan bir dienofil
arasinda [4+2] siklokatilma reaksiyonu gerceklesmektedir. IEDDA reaksiyonunda,
daha kiiciik HOMOyienofi-LUMOuien enerji farkina sahip dien/dienofil giftleri Diels-
Alder reaksiyonu ile kiyaslandiginda daha hizli reaksiyon vermektedir (Sekil 1.10)
[42].
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Normal Elektron Gereksinimli
Diels-Alder Reaksiyonu

Elektronca zengin dien

EDG
EWG

O

Elektronca fakir dienofil

Dien HOMO

Dienofil LUMO

LUMO

HOMO

Ters Elektron Gereksinimli
Diels-Alder Reaksiyonu

Elektronca fakir dien
EWG
EDG

-

Elektronca zengin dienofil

Dien LUMO

Dienofil HOMO

EDG HOMO'yu
yiikseltir

EDG HOMO'yu
yiikseltir

EWG LUMO'yu
disirir

EWG LUMO'yu
disirar

Sekil 1.10 : Diels-Alder ve ters elektron gereksinimli Diels-Alder reaksiyonlarinin
karsilastirilmasi [42].

1.4.2 Tetrazin IEDDA click reaksiyonu
Tetrazin (Tz) molekiilii dort adet azot atomu igeren alt1 {iyeli bir aromatik halkadan
olusmaktadir. Ug farkli izomeri bulunan tetrazinin IEDDA reaksiyonu i¢in en uygun

izomeri 1,2,4,5-tetrazindir (Sekil 1.11) [42, 43].

N
N&N N/ﬁ N \j
Il r!J r!ll N Il
-
SN

N\%

1,2,4,5-tetrazin 1,2,3,4-tetrazin  1,2,3,5-tetrazin

Sekil 1.11 : Farkli tetrazin izomerleri.

Tetrazin ile uygun dienofiller arasinda gergeklesen IEDDA reaksiyonu sirasinda N2
gazi1 aciga cikmaktadir. Bu durum, IEDDA reaksiyonunu tersinmez hale getirmektedir

(Sekil 1.12) [42, 43].
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R, R4
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- 2
N~ SN —2 5 NT N
I + —
N_ 2N —» N ~»
Y R3 R3
R, R,
Tetrazin Piridazin

Sekil 1.12 : IEDDA reaksiyonunun genel semas.

Tetrazin aracili biyoortogonal reaksiyonlar i¢in ii¢ temel substrat vardir. Sekil 1.13°te
bu substratlar ve reaksiyon semalar1 gosterilmektedir [44]. Bu tez kapsaminda

tetrazinin partneri olarak norbornen tiirevi secilmistir.

Z2—=2Z

=

z2—Z

R4
HNT N
| T Rs
NS

R;

R4

Z H

N 0
|
N R,

Sekil 1.13 : Tetrazin aracil1 biyoortogonal reaksiyonlarda kullanilan substratlar:
trans-siklookten (A), norbornen (B), siklopropen (C).

1.4.3 Isikla tetiklenebilen ters elektron gereksinimli Diels-Alder (foto-IEDDA)
reaksiyonu

Isik, fotosentez ve atmosferdeki ozon iiretimi de dahil olmak tizere dogadaki bir¢cok
onemli siireci yonlendirir. Isiga bagl kimyasal reaksiyonlarda 1g1g1in absorpsiyonu ile
yiiksek enerjili reaktif molekiiller olusturulur ve bu molekiiller daha sonra kimyasal
degisikliklere ugrar. Isik kaynakli reaksiyonlar, fotonlarin belirli bir alana
odaklanmastyla, 15182 maruz kalma siiresi, dalga boyu ve yogunlugun gerektigi gibi
degistirilmesiyle birlikte reaksiyonun kontrol edilebilir olmasin1 saglamaktadir.
Boylece foto-IEDDA reaksiyonu geleneksel IEDDA click reaksiyonunun faydalarimni

ve fotokimyasal siirecin avantajlarini birlestirmektedir (Sekil 1.14) [5].
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vV Click
— + e,
o Etkin

inaktif substrat aktif substrat * Yiiksek verim
¢ Yan iiriin yok

Sekil 1.14 : Foto-IEDDA reaksiyonu.

Tetrazin molekiiliiniin sentezi icin ilk olarak dihidrotetrazin adi verilen bir onciil
sentezlenmektedir. Ardindan dihidrotetrazinin oksidasyonu ile tetrazin elde
edilmektedir (Sekil 1.15). Bu oksidasyon reaksiyonu Kkimyasal yiikseltgeyiciler
kullanilarak gerceklestirilebildigi gibi fotokimyasal olarak da
gerceklestirilebilmektedir [42, 45]. Boylelikle tetrazin, IEDDA reaksiyonu 1sik ile

tetiklenebilir duruma gelmektedir.

)R1\ |
HNT SN 680 nm N)\N
| | > | Il
N'&. _NH foto-duyarlastirici N&. N

\r (metilen mavisi) Y

RZ Rz
Dihidrotetrazin Tetrazin

Sekil 1.15 : Dihidrotetrazinin yiikseltgenme reaksiyonu.
1.4.4 Foto-IEDDA reaksiyonlarinin polimer kimyasinda uygulamalari

IEDDA reaksiyonlart hem polimer kimyas1 hem de biyokimyasal uygulamalar dahil
olmak tizere bir¢cok alanda kullanilmistir. Buna polimerlerin fonksiyonlandirilmasz,
hidrojel sentezi, biyo-etiketleme, yiizey modifikasyonu gibi drnekler verilebilir [46].
Bununla birlikte, foto-IEDDA reaksiyonlar1 igin literatiirde az sayida ornek
bulunmaktadir ve bu konuda ¢aligmalar devam etmektedir.

Forsythe ve arkadaslar1 tarafindan yiiritiilen ¢alismada (Sekil 1.16) tetrazin-norbornen
IEDDA konjugasyonu i¢in inaktif olan dihidrotetrazin molekiiliiniin kirmizi 151k
yardimiyla reaktif tetrazine oksidasyonu rapor edilmistir. Polimer zinciri tizerinde
bulunan inaktif dihidrotetrazin fizyolojik kosullarda ve hizlica reaktif hale getirilmis
ve tetrazin-norbornen reaksiyonu in situ bir sekilde gerceklestirilmistir. Calismanin
amaci, tetrazinin aktivasyonu sonrasi capraz baglama fonksiyonu gostermesini

saglamak ve hidrojeller olusturmaktir. Dort kollu PEG-tetrazin ve PEG-norbornen
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arasinda meydana gelen reaksiyon sonucu jellesmenin 1 cm kalinlikta bir dermal doku

modelinde oldugu gézlemlenmistir [47].

A
+A-
A
Tt

Sekil 1.16 : Kirmiz1 1s1kla tetiklenen IEDDA reaksiyonu ile hazirlanan polimerik
hidrojeller [47].

Kahveci ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada (Sekil 1.17) yiizey modifikasyonu
igin 1s1kla tetiklenebilir click reaksiyonu kullanilmis ve foto-IEDDA reaksiyonuna
dayanan cam ylizeyine asilama teknigi gelistirilmistir. Bu c¢alismada, polimer
tizerindeki dihidrotetrazin molekiiliiniin fotokimyasal olarak oksidasyonu in situ
sekilde beyaz led kullanilarak gerceklestirilmistir. Ardindan, polimer iizerindeki
tetrazin molekiilii ve cam yiizeydeki trans-siklookten (TCO) arasinda IEDDA

reaksiyonu meydana gelmistir [13].

a%oﬂ
B

\*__/ @ Y

e (Y DL

trans-cyclooctene

HN=N
H N~ =

dihydrotetrazine

/@ : macromolecule

Sekil 1.17 : Isikla tetiklenen IEDDA reaksiyonu kullanilarak cam yiizeyine polimer
ve biyomolekiil asilama yaklagimi [13].
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1.5 Tek Zincir Polimer Nanoparcaciklar (SCNP)

Proteinler, bir veya birden fazla katlanmis peptit zincirinden olusan ve 06zgiin
konformasyonlar altinda fonksiyon goéren biyomolekiiler bilesenlerdir. Karmasik ve
kendi kendine katlanabilen yapilar1 sayesinde ¢esitli biyolojik islevlere sahiptirler ve
proteinlerin énemli bir simifi olan enzimler, biyolojik reaksiyonlarm hizim1 10 kat
artirabilir. Bu iglem enzim katalizi olarak bilinmektedir ve yiiksek katalitik verime
sahip yapay enzim tasarimi, yogun bir arastirma alani olusturmaktadir [48].
Proteinlerin bir taklidi olan tek zincir polimer nanopargaciklarin sentezi ve eldesinde
polimerler oldukca ilgi gérmektedir. Tek zincir polimer nanopargaciklar (SCNP),
polimer zincirlerinin tek tek molekiil i¢inde kendi kendine katlanmasi ve ¢okmesi
yoluyla sentezlenen yumusak nanoparcaciklari ifade eder (Sekil 1.18). Tek zincir
polimer nanoparcaciklarin temel 6zelligi, kiiglik boyutlar1 (<20 nm) nedeniyle sahip

olduklar biiyiik yiizey/hacim oranidir [49].

Oncii polimer

Zincir i¢i katlanma/¢ékme
= Q’

4

# Seyreltik kosullar
(<1 mg.mL")

Sekil 1.18 : Tek zincir polimer nanopargaciklarin (SCNP) genel semasi.

Molekiiller arasi g¢apraz baglanmayi oOnlemek icin katlama/coktliirme islemleri
sirasinda polimer konsantrasyonun 1,0 mg mL™?” den daha az olmasi gerekmektedir

(Sekil 1.19) [50].

Capraz bagh Lineer Polimerik
polimer polimer Nanopargacik

Derisik Cozelti gagfe®ay Se
[CCCCOCOM

Zincir ici gapraz
baglanma

Zincirler arasi
capraz baglanma

Sekil 1.19 : SCNP hazirlarken seyreltme faktoriiniin etkisi.
Tek zincir polimer nanoparcaciklarin hazirlanmasi i¢in kullanilan yaklasimlar
asagidaki gibidir:
Homofonksiyonel zincir ¢ékmesi: yonteminde polimer zinciri molekiil i¢i reaksiyona

girebilecek ayni reaktif “R” grubu ile fonksiyonlastirilir. Kullanilan reaktif grubun
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yiizdesi %10 ve %100 arasinda degisebilir ve ¢apraz baglanma tiirii kovalent veya

kovalent olmayan nitelikte olabilmektedir (Sekil 1.20 (A)).

Hetero-bifonksiyonel zincir ¢ékmesi: homofonksiyonel zincir ¢okmesi ile oldukga
benzerdir. Ancak polimer zinciri iizerinde tek bir reaktif yerine ayni anda iki farkli

reaktif grup (R ve X) bulunmaktadir (Sekil 1.20 (B)).

Capraz baglayict kullanilarak gerceklesen zincir ¢okmesi: yonteminde SCNP
sentezlemek i¢in bir ¢apraz baglayici kullanilir. Uygun bir “R” fonksiyonel grubu ile
fonksiyonlastirilan polimer zinciri, ¢apraz baglayicinin iki “X” ug grubu ile reaksiyona
girerek coktiiriilir. Bu yontemde istenmeyen molekiiller arasi ¢apraz baglanmay1
onlemek icin bilesenlerden biri digerine yavasca eklenmelidir. Bu yontemin temel
avantajlari, oncii polimerlerin daha kolay sentezlenmesi ve ¢apraz baglama maddesi

yoluyla ek bir iglevsellik kazandirma potansiyelidir (Sekil 1.20 (C)).

Iki bloklu veya ii¢ bloklu kopolimerlerin tek blokta ¢okmesi: yonteminde molekiil igi
¢okme Onceki ii¢ yaklasimdan herhangi biri kullanilarak gerceklestirilebilir. Ancak
olusan nanoparcacigin yapist diger yontemlerin sonucunda olusan yapilara gore
farklidir. Bu yapi, “tadpoles (kurbaga yavrular1)” ya da “bobin nanopargacik
kopolimeri” olarak adlandirilir. Bu yaklasimda fonksiyonel reaktif gruplar oncii
kopolimer zincirinin bloklarindan sadece birinde bulunur. Molekiil i¢i ¢apraz
baglanma gerceklestiginde reaktif gruplarin bulundugu blok kiire seklinde olusurken
diger blok bir bobin halinde kalir (Sekil 1.20 (D)) [51].

(A) g (C)

(B) (D)

Sekil 1.20 : SCPN'lerin sentezi i¢in kullanilan dort stratejinin sematik gdsterimi:

homo-fonksiyonel zincir ¢okmesi (A), hetero-bifonksiyonel zincir ¢okmesi (B);

capraz baglayici kullanilarak gerceklesen zincir ¢okmesi (C), iki bloklu veya ii¢
bloklu kopolimerlerin tek blokta ¢okmesi (D) [51].

SCNP’leri elde etmek icin birgok c¢apraz baglama yontemi gelistirilmistir. Bu
yontemler metal ligasyonu, click kimyasi, siklo ekleme, hidrojen bagi,

fotodimerizasyon ve disiilfiir olusumu dahil olmak iizere kovalent, dinamik kovalent
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ve kovalent olmayan baglanma yontemlerini igermektedir [52]. SCNP’ler, boyut
dislama kromatografisi (SEC), 1sik sacilimi (DLS) niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi (NMR), difiizyon sirali spektroskopi (diffusion ordered spectroscopy)
(DOSY) ve transmisyon elektron mikroskopu (TEM) gibi yontemlerle karakterize
edilebilir. SCNP’lerin molekiil agirliklart 6ncii polimerleri ile kiyaslandiginda
hidrodinamik yarigaplarinin azalmasi sebebiyle daha diistiktiir; molekiil agirligindaki
bu azalmay1 belirlemek i¢in SEC teknigi kullanilir. SCNP’lerin boyutlarinin 6l¢timii
icin DLS teknigi kullanilmaktadir. Ayrica, TEM hazirlanan SCNP’lerin morfolojik

yapilarini incelemeye yardimcei olur [53].

1.5.1 Tek zincir polimer nanoparcaciklarin kullanim alanlari

Tek zincir polimer nanopargaciklar ilag salim sistemleri, biyo-goriintiileme, sensor ve

katalizor gibi pek ¢ok alanda kendine uygulama alani bulmustur [14].

Chen ve arkadaglar tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada (Sekil 1.21), doksorubisin yiiklii
poli(etilen glikol)-poli(epiklorohidrin) SCNP’ler rapor edilmistir. Hazirlanan bu
SCNP’ler antikanser ilac1 olan doksorubisini etkili bir sekilde enkapsiile edebilmistir.
Bununla birlikte, ilag yiikliit SCNP’lerin normal hiicrelere kars1 sitotoksik olmadigini
ancak normal fizyolojik kosullar altinda tiimdr hiicrelerine karst onemli Olcilide

sitotoksik oldugunu bildirmislerdir [54].
_7/\0(\, % “\iﬁ/\oj(\/"i: Folic Acid : " "1\;;

wl e T v e s

PECH-PEG F-PECH-PEG """

K- @

Vi e @

Ce 8490
Slngle Chain Folding Drug g
¥ = PEG Self-Assembled SCPNs ~——
~~" = PECH Drug-Loaded SCPNs Cancer Cells

Sekil 1.21 : Suda ¢oziiniir PECH-PEG SCNP’ler ve folik asit fonksiyonlu F-PECH-
PEG SCNP’ler kullanilarak kanser hiicrelerinde ilag salim Siirecinin gosterimi [54].

Benito ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada (Sekil 1.22), poli (metakrilik asit)
bazli biyo-uyumlu tek zincir polimer nanopargaciklar (SCNP’ler) pankreas kanseri

tiimorlerini gorlintiilemek amaciyla kullanilmistir. Hedefleme kismi olarak SCNP’ler
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PTRS86 (somatostatin analogu) ile fonksiyonlastirilmistir. Radyo-etiketli SCNP’lerin
goriintiileme ajan1 olarak potansiyeli, insan pankreas adenokarsinomunun ksenograft
fare modelinde test edilmis ve foton emisyonlu bilgisayarli tomografi kullanilarak
goriintiileme yapilmistir. Goriintilleme sonuglari, timorlii dokuda radyo-etiketli
SCPN’lerin birikiminin daha iyi tutulum gostermesi nedeniyle daha yiiksek oldugunu
gostermistir [55].

Water dispersible, radiolabelled
and targeted  single-chain Tumor-bearing mouse
nanoparticles

Sekil 1.22 : Pankreas kanserine kars1 hedeflenen radyo-etiketli karboksilik asit
SCNP'lerin enjekte edildigi pankreas tiimdrlii farelerin foton emisyonlu bilgisayarl
tomografi goriintiileri [55].

Liu ve arkadaslan tarafindan yapilan ¢alismada, Cu(I) ve Pd(Il) igeren SCNP’lerin
katalitik aktivitesi serbest katalizorlerle karsilastirilmis ve SCNP’lerin daha iistiin

katalitik aktiviteye sahip olduklari rapor edilmistir [56].

Latorre-Sanchez ve Pomposo, piridin fonksiyonlu tek zincirli nanopargaciklarin
varliginda sulu etanolde zein proteini igin zein-piridin-altin etkilesimine dayali basit,
hizli, yiiksek hassasiyetli bir tespit yontemi bildirmistir (Sekil 1.23). Calismada, zein
proteini igermeyen seffaf SCNP ¢ozeltisine bir damla hidrazin eklenmesiyle ilk olarak
altin nanoparcaciklar olusturulmustur ve buna bagl olarak ¢ozelti renginin pembeye
dontistiigli gozlemlenmistir. Daha sonra seffaf SCNP ¢ozeltisine ilk olarak zein
eklenmis ardindan bir damla hidrazin eklendiginde ¢ozelti rengi maviye donmiistiir.
Son olarak seffatf SCNP cozeltisine sirasiyla bir damla hidrazin ve zein proteini

eklendiginde ¢ozelti rengi kirmiziya donligmiistiir [57].
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Sekil 1.23 : Zein-piridin-altin etkilesimlerine dayanan sulu etanoldeki zein i¢in
kolorimetrik sensoriin prensibi [57].

Bu tez caligmasinda, click reaksiyonlarindan biri olan biyoortogonal foto-IEDDA
reaksiyonu SCNP’leri hazirlamak amaciyla capraz baglama yontemi olarak
uygulanmistir. Calismanin  sonucunda, foto-IEDDA reaksiyonu igin polimer
kimyasinda yeni bir uygulama alani 6nerilmekte ve SCNP hazirlanmasi i¢in alternatif
bir capraz baglama yontemi sunulmaktadir. Bu yontem, hem polimer biliminde hem

de nanomalzeme alaninda 6nemli bir gelisme olarak degerlendirilebilir.

19






2. DENEYSEL CALISMALAR
2.1 Kullanilan Kimyasallar

Tez kapsaminda; 5-amino-2-piridin karbonitril (Sigma-Aldrich, %96), 2-piridin-
karbonitril (Sigma, %99), hidrazin monohidrat (Sigma-Aldrich, 98%), siiksinik
anhidrit (Sigma-Aldrich), metil metakrilat (MMA) (Sigma, %99), 2-hidroksi etil
metakrilat (HEMA) Sigma Aldrich, %98), azobisizobutironitril (AIBN) (Sigma
Aldrich, %98), 4-siyano 4[(dodesilsiilfaniltiokarbonil) siilfanil]pentanoik asit (CTA)
(%97, HPLC, Sigma Aldrich), bisiklo ( (2,2,1) hept-5-en-2-karboksilik asit (norbornen
karboksilik asit) (%95, Oxchem), NN -1,3-disikloheksilkarbodiimid (DCC) (Aldrich),
4-(dimetilamino) piridin (DMAP) (Sigma, >%98), metilen mavisi (Sigma-Aldrich) ve
diger kimyasallar satin alinarak kullanilmistir. Tetrahidrofuran (THF) (Merck) metalik

sodyum tizerinde refluks edilip kurutularak kullanilmistir.

2.2 Kullanilan Cihazlar

NMR analizleri, déteryumlu ¢oziiciiler kullanilarak Agilent NMR System VNMRS
500 Spektrometresi cihazi ile yapilmistir. UV-Vis absorbans Olgiimleri, Peak
Instruments C-7000 UV spektrofotometresi kullanilarak gerceklestirilmistir. FT-IR
spektrumlart Agilent Technologies Cary 630 FT-IR cihazinda kaydedilmistir.
Dihidrotetrazinlerin fotooksidasyonlart kirmizi lazer (CNI Laser, Model No:FC-680-
2W; A ~680 nm) ile gergeklestirildi. Polimerlerin molekiiler agirliklari, boyut diglama
kromatografisi (SEC) cihazi, bir pompa, ii¢ ViscoGEL GPC kolonu (G2000HHR,
G3000HHR ve G4000HHR), bir Viscotek diferansiyel kirilma indeksi detektoriinden
olusan Viscotek GPCmax Otomatik Numune Alma sistemi ile belirlendi.
Tetrahidrofuran eluent olarak 1,0 mL dk™* akis hizinda kullanilds. Sayisal ortalamali
molekiil agirliklart dogrusal polistiren standartlari kullanilarak belirlendi. Diferansiyel
taramali kalorimetri (DSC) &lciimleri, nitrojen atmosferi altinda 10°C dk™ 1sitma
hiziyla TA Instruments Discovery DSC 250 kullanilarak gergeklestirildi. Pargacik
boyutu dagilimlari, bir Malvern NanoZSP cihazi kullanilarak THF dispersiyonlarinda
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dinamik 151k sa¢ilim1 (DLS) kullanilarak belirlendi. SCNP’ler, yiiksek vakum ve 30
kV altinda Thermo Scientific Quattro ESEM marka taramali gegirmeli elektron

mikroskobu (STEM) detektorii kullanilarak goriintiilenmistir.

2.3 SCNP icin Onciil Polimerin Sentezi

2.3.1 6-(6-(piridin-2-il)-1,4-dihidro-1,2,4,5- tetrazin-3-il) piridin-3-amin (PPA-
dHTZ) sentezi

2-piridin karbonitril (2,00 g, 19.2 mmol, 1 ekv.), 5-amino-2-piridin karbonitril (1,14
g, 9,6 mmol, 0,5 ekv.) ve siilfiir (0,60 g) etanol (9 mL) i¢inde inert azot atmosferi
altinda sirastyla ¢oziildii. Reaksiyon buz banyosuna (0°C) alindi ve hidrazin
monohidrat (5 mL, 103 mmol, 5,4 ekv.) siringa yardimiyla damla damla ilave edildi.
Reaksiyon karisimi (siyah) oda sicaklifinda 2 saat karistirildiktan sonra karigim
(turuncu) 90°C'ye 1s1t1ld1 ve 2 saat geri sogutucu altinda kaynatildi. Iki saat sonunda
reaksiyon karisimi oda sicakhigina alindi ve gece boyunca karigtirildi. Reaksiyon
karisimi daha sonra 0°C’ye sogutuldu, kati iiriin siiziilerek soguk etanol (3 x 15 mL)
ile yikandi ve vakum altinda kurutuldu. Uriin (PPA-dHTZ) son olarak kolon
kromatografisi (kloroform/etanol, 15:1) ile saflastirildi (998 mg, verim: %41) (Sekil
2.1) [46].

B B
NH, CN =N =N
N N7
@ . | MR WS e
A X Siilfiir, Etanol
T 90°C, Refluks " ~\FN N
5-amino- 2-piridin
2-piridin karbonitrile N7 NF
karbonitril ~ | \ |
PPA-dHTz dP-dHTz

(ana uriin)

Sekil 2.1 : PPA-dHTz sentezi.

2.3.2 4-0kso-4-((6-(6-(piridin-2-il)-1,4-dihidro-1,2,4,5-tetrazin-3-il) piridin-3-il)
amino) biitanoik asit (PPA-dHTz- COOH) sentezi

PPA-dHTz (200 mg, 0,79 mmol), siiksinik anhidrit (400 mg, 4,00 mmol) ve kuru THF

(8 mL) schlenk tiipiine eklendi. Reaksiyon 70°C yag banyosunda 24 saat devam etti.

Reaksiyon sonunda karisim buz banyosunda sogutuldu. Cokelti siiziildii ve sirasiyla

THF (2 mL) ve etil asetat (3x3 mL) ile yikandi. Elde edilen kati iiriin vakum altinda

kurutuldu (279 mg, verim: >%99) (Sekil 2.2) [58].
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Sekil 2.2 : PPA-dHTz-COOH sentezi.

2.3.3 Poli(metil metakrilat-ko-hidroksietil metakrilat) sentezi

Poli(metil metakrilat-ko-hidroksietil metakrilat) [poli(MMA-ko-HEMA)] sentezi,
RAFT polimerizasyonu yontemi ile reaktiflerin orant
[MMA]:[HEMA]:[RAFT]:[AIBN]=220:95:1:0,3 olacak sekilde gerceklestirilmistir.
MMA (2,5 mL, 23,37 mmol), HEMA (1,22 mL, 10,09 mmol), CTA (43 mg, 0,106
mmol) ve AIBN (5,2 mg, 3,19x10° mol) schlenk tiipiinde kuru THF (14 mL)
igerisinde ¢oziildi. Dort kez “dondur-vakumla-erit (freeze-pump-thaw)” islemi
uygulandi. Reaksiyon azot gazi altinda 70°C yag banyosunda bir gece devam etti. Siire
sonunda reaksiyon karisimindaki ¢oziiciiniin bir kism1 doner buharlastiricida uguruldu
ve 150 mL dietil eterde ¢oktiiriildii. Ardindan ¢oktiiriilen polimer santirifiij edilerek
ayrildi ve polimer bir gece oda sicakliginda vakum altinda kurutuldu (1,76 g, verim:
%70) (Sekil 2.3) [59].

HO s s )Yo
\ﬂ/>< \"/ % + )Yo +
o CN s CTA °
MMA O HEMA\L

AIBN, THF | 70 °C, 24 saat

NC .
HO \ s S\A
g \n/ »

(l) o 07 Yo
Poly(MMA-ko-HEMA) H

Sekil 2.3 : Poli(MMA-ko-HEMA) sentezi.
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2.3.4 Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz sentezi

ki boyunlu 50 mL’lik balonda, azot gazi altinda PPA-dHTz-COOH (73 mg, 0,206
mmol) kuru THF (7 mL) igerisinde ¢oziildii. Uzerine 0 °C’de THF (2 mL) igerisinde
¢ozilmis DCC (85 mg, 0,413 mmol) ve DMAP (5 mg, 0,0413 mmol) karigimi damla
damla eklendi ve bulaniklasma meydana geldi. Reaksiyon karigimi, iki saat
karistirildiktan sonra, tizerine THF (5 mL) igerisinde ¢6ziilmiis poli(MMA-ko-HEMA)
(150 mg, 7,51x10° mmol, igerisindeki HEMA miktar1 0.413 mmol) eklendi.
Reaksiyon, bir gece boyunca 50°C yag banyosunda devam etti. Reaksiyon sonunda
¢oziiclinilin bir kism1 doner buharlastirici yardimi ile uguruldu, sirasiyla su ve hekzanda
coktiiriildii. Kat1 madde santrifiijlenerek elde edildi ve iiriin oda sicakliginda bir gece

vakum altinda kurutuldu (Sekil 2.4).

NC |
HO . s s\/(/\)\
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| =
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PPA-dHTz-COOH T - TH
’I‘ = ’I"" HN_ __N
HN__ N Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz
N |
=
N | .
X

Sekil 2.4 : Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz sentezi.
2.3.5 Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTZz/Nb sentezi

Iki boyunlu 50 mL’lik balonda, azot gazi altinda Nb-COOH (29 mg, 0,206 mmol) kuru
THF (5 mL) igerisinde ¢dziildii. Uzerine 0°C’de THF (2 mL) igerisinde ¢dziilmiis DCC
(85 mg, 0.413 mmol) ve DMAP (5 mg, 0.0413 mmol) karisimi1 damla damla eklendi
ve bulaniklasma meydana geldi. Reaksiyon karigimi iki saat karistirildiktan sonra
tizerine THF (10 mL) igerisinde ¢6ziilmiis poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz (150
mg, 7,51x10° mmol, icerisindeki HEMA miktar1 0.413 mmol) eklendi. Reaksiyon bir
gece boyunca 50°C yag banyosunda devam etti. Reaksiyon sonunda ¢oziiciiniin bir

kism1 doner buharlastirict yardimi ile uguruldu, hekzanda ¢oktiiriildii. Kat1 madde
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santrifiijlenerek elde edildi ve iirlin oda sicakliginda bir gece vakum altinda kurutuldu

(Sekil 2.5).

Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz _N DCC, DMAP
50 °C
z z
N pNH Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz/Nb N NH
HN___N " P> N
NZ | NZ |
S x

Sekil 2.5 : Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz/Nb sentezi.
2.4 Tek Zincir Polimer Nanoparcaciklarin (SCNP) Hazirlanmasi

Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTZz/Nb (6ncii polimer) ¢ozeltisi etanol igerisinde
metilen mavisi (foto-duyarlastirict) (8 uM) ile birlikte konsantrasyonu 0,5 mg/mL
olacak sekilde hazirlandi. Kirmizi lazer (A: 680 nm, 151k siddeti: %60, 151k giicii: 0,3
W/cm?) yardimiyla bu ¢ozelti toplam iki saat uyarildi ve UV-Vis spektroskopisi ile
reaksiyon takip edildi. Daha sonra reaksiyon bir gece boyunca karistirildi (Cizelge
2.1). Bir gece sonunda ¢oziiciiniin bir kism1 doner buharlastirici ile uzaklagtirildi. Suda
coktiirtildii ve su ile ii¢ kez yikandi. Elde edilen kat1 yiiksek vakum altinda kurutuldu
(Sekil 2.6).

Cizelge 2.1 : SCNP hazirlarken reaksiyon kosullari.

Polimerik  Aydinlatma” Sicaklik Konsantrasyon

Nanoparcacik siiresi (saat) (°C) (mg/mL)
SCNP-1 2 25 0,5
SCNP-2 2 80 0,5
SCNP-3 2 80 0,2

*Aydmlatma sirasinda sicaklik 25°C’dir.
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Sekil 2.6 : Foto-IEDDA reaksiyonu kullanilarak SCNP hazirlanisi.
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3. DENEYSEL SONUCLAR

3.1 PPA-dHTZz’nin Karakterizasyonu

PPA-dHTz’nin *H-NMR spektroskopisi incelendiginde ikincil amin protonlarina ait

pikler 8,89 ve 8,64 (a, a’) ppm’de ve yedi aromatik protona denk gelen pikler 6,98-

8,61 ppm arasinda gozlenmektedir. Buna ek olarak diger bir karakteristik pik olan ug

amin protonlarinin piki ise 5,87 ppm’de goriilmektedir (Sekil 3.1). Bu bilgiler 1s18inda

maddenin bagari ile sentezlendigi degerlendirilmistir.

ctdte

DMSO-ds

N

S | 202z —

5.5

50 45
f1 (ppm)

4.0

3.5

3.0

25 20

1.5 1.0

Sekil 3.1 : PPA-dHTz *H-NMR spektrumu (DMSO-ds).

3.2 PPA-dHTz-COOH Karakterizasyonu

0.5

0.0

PPA-dHTZz’ nin suksinik anhidrit ile reaksiyonu sonucu elde edilen PPA-dHTz-COOH,
'H-NMR ve 3C NMR spektroskopisi ile karakterize edilmistir. PPA-dHTz ile benzer

sekilde *H-NMR spektrumunda ikincil amin protonlarmna ait pikler 8,89 ve 8,64

ppm’de, yedi aromatik protona denk gelen pikler 6,98-8,61 ppm arasinda

gozlenmektedir. Beklenildigi iizere ugtaki amine ait 5,87 ppm’deki pik kaybolmus ve

olusan yeni amide ait pik 10,44 ppm gozlenmektedir. Buna ek olarak, siiksinik asit
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grubundaki metilen protonlarinin kimyasal kaymasinin 2,55-2,70 ppm civarinda ve ug
karboksilik asite ait protonun 12,20 ppm civarinda tespit edilmesi hedeflenen

molekiiliin elde edildigini gostermektedir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 : PPA-dHTz-COOH DMSO-ds icerisindeki *H-NMR spektrumu.

PPA-dHTz-COOH’a ait 3C-NMR spektrumunda aromatik karbonlara ait pikler 121-
149 ppm arasinda, amit karbonil karbonuna ait pik 174 ppm’de ve karboksilik asit
karbonil karbonuna ait pik 171 ppm’de gézlenmektedir (Sekil 3.3).

DMSO-d;
/Nl MY
s aromatik karbonlar 2
| Wl ol 1

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)

Sekil 3.3 : PPA-dHTz-COOH *C-NMR spektrumu (DMSO-ds).
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PPA-dHTz-COOH molekiiliiniin  kirmuzi  lazer ile oksidasyon reaksiyonu
gerceklestirilmis ve UV-Vis spektroskopisi ile oksidasyonu takip edilmistir. 290
nm’deki absorbans bandi azalarak 325 nm’de yeni bir bant olusmustur. iki dalga
boyuna ait absorbans bantlar1 birbirine oranlandiginda (A29onm/Asz2snm) degisimin 70.
saniyede tamamlandig1r gozlemlenmistir ve bu oksidasyonun ¢ok hizli bir sekilde

gerceklestiginin bir gostergesidir (Sekil 3.4).

Absorbas

T T T T 1 T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350

Dalga boyu (nm) Zaman (s}

Sekil 3.4 : Kirmizi lazer ile PPA-dHTz-COOH’n oksidasyonu sirasinda alinan UV-
Vis spektrumlar1 ve 290 nm ile 325 nm’deki absorbans degerlerinin orani.

3.3 Poli(MMA-ko-HEMA) Karakterizasyonu

Poli(MMA-ko-HEMA) sentezi *H-NMR spektroskopisi ile dogrulanmistir. MMA
biriminin metil ester grubunun metil protonlarna ait pik 3,66 ppm’de, HEMA
biriminde hidroksil (-OH) grubuna komsu olan metilen gruplarina ait pikler 3,85 ve
4,12 ppm’de ve hidroksil grubuna proton piki 2,73 ppm’de gozlenmektedir. Ayrica,
NMR spektrumunda herhangi bir akrilat pikinin goziikmemesi de sentezlenen
polimerde herhangi bir monomer kalmadigini kanitlamaktadir (Sekil 3.5). NMR
spektrumundaki “a” ve “b” piklerinin integral alani ile “c” pikinin integral alani
oranlanarak MMA ve HEMA terarlayan birimlerinin orant bulunmustur. Bu oranla

birlikte GPC’den belirlenen molekiil kiitlesi bilgisi kullanilarak da tekrar eden birim

sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 3.1).

29



HO j S S
o . m+n s
cln 0 0 o]
c a b
&g
OH
cpcel, d
b f,h
a d
e —_ T T T T
s 3F=q S 2 ] £ 8
™~ =1l - w — - o
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Sekil 3.5 : Poli(MMA-ko-HEMA) *H-NMR spektrumu (CDCls).

P(MMA-ko-HEMA)’nin molekiil agirligi yapilan GPC (eluent THF) analizinde M,
6pc=19.980 g/mol, PDI=1,32 olarak belirlenmistir, teorik Mn, teorik=16.550 g/mol olarak
hesaplanmustir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 : P(MMA-ko-HEMA) molekiil agirliklari.

Polimer MMA HEMA  Mp ok  Mnerc  Mw,crc  PDI*
birimi  birimi (kDa) (kDa) (kDa)
P(MMA-ko-HEMA) 127 55 16,55 19,98 26,40 1,32

“GPC datalarindan elde edilen veriler (Mw/My)

3.4 Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz Karakterizasyonu

PPA-dHTZz’nin aromatik protonlarina ait 6,98-8,61 ppm arasinda gozlenen piklerin
poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTZz’nin NMR spektrumunda gozlenmesi, PPA-
dHTz’nin polimere baglandigini (graft edildigini) desteklemektedir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 : Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz *H-NMR spektrumu (CDCls).
3.5 Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz/Nb Karakterizasyonu

Norbornen gruplari ile modifiye edilen polmerin NMR spekturumunda (poli(MMA-
ko-HEMA)-g-PPA-dHTZz/Nb) goézlenen 5,92-6,22 ppm civarindaki tipik norbornen

olefinik pikleri polimerin basarili bir sekilde fonksiyonlandirildigini gostermektedir

(Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 : Poli(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz/ Nb *H-NMR spektrumu (CDCls).
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Sentezlenen maddelerin yapilari Sekil 3.8’de gosterildigi gibi FTIR spektroskopisi ile
de desteklenmistir. Amid gruplarina ait karbonil gerilme bandi 1677 cm™’de,
karboksilik/estere ait karbonil gerilme bantlar1 ise 1726 cm™’de gozlenmektedir. C-
H’a, N-H’a ve O-H’a ait bantlarin sirasiyla 2946 cm?, 3302 cm™ ve 3491 cm™’de

oldugu degerlendirilmistir.

P(MMA-ko-HEMA -g-PPA-dHTz/Nb

3 P(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTZ

= P

E P !
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© a |
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(3491) (3302) (2946) (ester) [€=O

id
(1726) (1677

M | M ] M ] v I | M ] M L}
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Dalga sayisi (cm™)

Sekil 3.8 : PPA-dHTz-COOH, P(MMA-ko-HEMA)-g-PPA-dHTz ve P(MMA-ko-
HEMA)-g-PPA-dHTz/Nb FT-IR sepektrumlari.

3.6 Hazairlanan SCNP’lerin Karakterizasyonu

Polimer iizerine graft edilmis olan dihidrotetrazinin kirmizi lazer yardimiyla
oksidasyonu UV-Vis spektrofotometresi ile takip edilmistir. Polimere bagl
dihidrotetrazinin 290 nm’de gozlemlenen absorbans bandi oksidasyonu sonucu
azalmig ve 325 nm’de yeni bir absorbans bandi ortaya ¢ikmistir (Sekil 3.9). Ayni
degisimin kiiciikk dihidrotetrazin tiirevi olan PPA-dHTz-COOH (Sekil 3.4)
oksidayonunda da gozlenmesi polimerik yapida oksidasyonun basarili bir sekilde
gerceklestigini IEDDA igin gerekli olan tetrazin molekiiliiniin polimerin iizerinde

olustugunu desteklemektedir.
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Sekil 3.9 : Kirmiz1 lazer ile polimer {lizerindeki PPA-dHTz nin oksidasyonu sirasinda
alinan UV-Vis spektrumlari.

Polimere bagli PPA-dHTz’ nin foto-oksidasyonu sonucu tetrazin olusmasi ve olusan
tetrazinin yine polimere bagli norbornen gruplari ile reaksiyona girmesi sonucu
norbornene ait 5,92-6,22 civarindaki olefinik piklerin kaybolmasina sebep oldugunu
degerlendirilmektedir. Bu durum foto-IEDDA reaksiyonunun basarili bir sekilde

gerceklestigini gostermektedir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 : SCNP *H-NMR spektrumu (CDCls).

Seyreltik ortamda gergeklestirilen bu foto-IEDDA sonucunda SCNP’lerin olustugu
diistiniilmektedir. SCNP’lerin ve 6éncii polimerinin Sekil 3.11°da gésterilen *H-NMR
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spektrumlar karsilastirildiginda norbornene ait piklerin kayboldugu net bir sekilde

goziikmektedir.
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Sekil 3.11 : SCNP ve &ncii polimerinin *H-NMR spektrumlar.

Oncii polimerin ve SCNP’lerin molekiil kiitleleri GPC ile tayin edilmistir. SCNP’lerin
molekiil kiitleleri (My), hidrodinamik hacimlerinin azalmasi ve kompakt morfolojiye
sahip olmalar1 sebebiyle Oncii polimer ile kiyaslandiginda genellikle daha diisiik
olmaktadir [60]. Aym 6ncii polimerden farkli sicaklik (SCNP-1, 25 °C ve SCNP-2,
80°C) veya farkli polimer konsantrasyonlarinda (SCNP-2, 0,5 mg/mL ve SCNP-3, 0,2
mg/mL) elde edilen SCNP’lerin molekiil kiitleleri ve GPC kromatogramlar1 Sekil
3.12°de verilmistir. Goriildiigi tizere tez kapsaminda hazirlanan tiim SCNP’lerin, Mn
degerleri oncii polimer ile kiyaslandiginda daha diisiik olmas1 molekiil i¢i ¢apraz
baglanmanin  gerceklestiginin  bir  gostergesidir.  Yiiksek sicaklikta (80°C)
gerceklestrilen reaksiyonlardan elde edilen SCNP’lerin molekiil kiitlelerinin daha
diisiik oldugu dolayisiyla molekiil i¢i ¢apraz baglanmanin daha etkin oldugu
anlagilirken diger taraftan polimer konsantrasyonun molekiil kiitlesi degisiminde

etkisinin az oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 3.12 : Oncii polimerin ve SCNP’lerin GPC kromatogramlar.

Oncii polimer ve SCNP’lerin boyut analizi DLS ile yapilmistir. Oncii polimerin
hidrodinamik yari¢ap1 7,23 nm iken elde edilen SCNP-1’in hidrodinamik yarigap1 6,01
nm’ye diigmiistiir. Bu sonug, nanopargaciklarin polimere goére daha kompakt bir
morfolojiye sahip olmasi ile agiklanmakta olup GPC’den elde edilen sonuglari

desteklemektedir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 : SCNP-1 (kirmizi) ve 6ncii polimer (siyah) hidrodinamik dagilimlari.

Oncii polimerin ve SCNP’lerin termal davranislart DSC analizi ile incelenmistir.
Molekiil i¢i ¢apraz bagli nanoparcaciklarin termal 6zellikleri, oncii polimerinki ile
karsilagtirildiginda SCNP’lerin daha yiiksek camsi gegis sicakligina (Tg) sahip oldugu
gdzlenmistir. Onciil polimerin Ty degeri 72°C’de gozlemlenirken molekiil i¢i capraz
baglanmanin sonucunda zincir hareketliliginin azalmasi ile SCNP-1 ve SCNP-2’de Ty
degerleri sirasiyla 86°C’ye ve 109°C olarak belirlenmistir (Sekil 3.14) [60]. Ayrica
SCNP-2’nin Tg degerinin SCNP-1’inkinden yliksek olmasi, yine SCNP-2’nin daha

etkin bir molekiil i¢i ¢apaz baglanma yapmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 3.14 : Oncii polimere ve SCNP’lere ait DSC termogramlari.

Hazirlanan SCNP’lerin morfolojik yapilarint goriintilemek icin STEM analizi

kullanilmistir.  Sekil 3.15°te gosterildigi gibi hazirlanan SCNP’lerin  morfolojik

yapilar1 beklendigi gibi kiiresel yapidadir.

Sekil 3.15 : SCNP-2’ye ait STEM goriintiileri, 6l¢cek cubuklari sirastyla 1 pm ve 50
nm’dir.
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4. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu tez kapsaminda ilk kez foto-IEDDA reaksiyonu kullanilarak tek
zincir polimer nanopargaciklarin sentezi i¢in yeni bir yaklagim gelistirilmistir. Bunun
icin ilk olarak PPA-dHTz, PPA-dHTz-COOH sentezlenmis olup NMR ve FT-IR
yontemleri ile karakterize edilmistir. PPA-dHTz nin oksidasyonu kirmizi lazer ile
yapilmig, UV-Vis ile oksidasyon takip edilmis ve sonucunda 70 saniye gibi kisa bir
stirede oksidasyonun tamamlandigi gozlemlenmistir. P(MMA-ko-HEMA) RAFT
polimerizasyonu ile sentezlenmis, NMR ile sentezin basarili bir sekilde gergeklestigi
gosterilmistir. GPC ile molekiil agirligr tayin edilmis ve Mn, cpc=19.980 g/mol,
PDI=1,321 olarak belirlenmistir. P(MMA-ko-HEMA )’ya esterifikasyon reaksiyonu ile
PPA-dHTz-COOH ve Nb-COOH graft edilmis ve dncii polimer elde edilmistir. Oncii
polimer, NMR ve FT-IR yontemleri ile karakterize edilmis ve basarili bir sekilde
sentezlendigi gosterilmistir. Oncii polimer kirmizi lazer ile aydinlatilmis, polimer
tizerindeki PPA-dHTz’nin oksidasyonu in situ olarak gerceklestirilmis ve seyreltik
kosullarda IEDDA reaksiyonu ile SCNP’ler elde edilmistir. Oncii polimerin ve
SCNP’lerin molekiil agirliklar1 GPC ile tayin edilmis ve beklenildigi tizere SCNP’lerin
molekiil agirliklart Oncii polimere gore daha diisiik c¢ikmistir. Bunun sebebi
SCNP’lerin hidrodinamik hacimlerinin azalmas1 ve 6ncii polimere gore daha kompakt
morfolojiye sahip olmalaridir. SCNP’lerin boyut analizi DLS ile yapilmistir ve
boyutlar1 6ncii polimer ile kiyaslandiginda daha kiigiiktiir. Oncii polimerin ve
SCNP’lerin termal o6zellikleri DSC ile incelenmis olup Ty degerleri belirlenmistir.
SCNP’lerin capraz baglanmasi sonucu zincir hareketliligi azaldigindan dolayr Tq
degerleri oncii polimerden daha yiiksektir. SCNP’lerin morfolojik yapilart STEM ile
incelenmis olup kiiresel yapiya ulasildig1 gézlemlenmistir. Bu sonuclar 1s1g1nda, foto-
IEDDA reaksiyonu kullanilarak tek zincir polimer nanopargaciklar basariyla elde

edilmistir.
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