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BAZI NITROBENZOFURAZAN-TETRAZIN BOYALARININ
TERS ELEKTRON TALEPLIi DIELS-ALDER TEPKIiMELERI

OZET

Bu tez calismasinda, ticari olarak temin edilen aminotetrazinler (aminoTzH*HCI ve
aminoTzMe*HCl) ile Floro-Nitrobenzofrozan (NBD-F) amin-reaktif profloroforu
kullanilarak Siibstitisyon Niikleofilik Aromatik (SnAr) tepkimesiyle iki Tetrazin bazli
Nitrobenzofrozan (NBD-Tz) bilesigi basariyla sentezlenmistir. Elde edilen bilesikler,
NMR spektroskopisi ve HRMS analizleriyle detayli olarak karakterize edilmistir.

NBD-Tz bilesiklerinin diklorometan (DCM) ¢ozeltilerinde floresans 1s1ma
gostermedigi, ancak halka gerilimli egzo-norbornen-2-metanol Nonbornen (Nb)
ilavesiyle sari-turuncu renkli floresans Ozelligi kazandigr belirlenmistir. Bu
reaksiyonun, HRMS analiziyle dihidropiridazin yapisindaki siklokatilma {iriinleri
olusturdugu gosterilmistir.

Ticari olarak kolay erisilebilen SyAr tepkenleri ve Nb dienofilinin kullanimi, NBD-Tz
bilesiklerinin sentezini basitlestirmistir. Ayrica, Ters Elektron Talepli Diels Alder
(TETDA) tepkimesinin bilhassa H-sonlu NBD-Tz ile hizlica gergeklesmesi,
biyoortogonal kimya alanindaki bu tiir yontemlerin daha genis bir arastirmaci kitlesine
ulagmasini saglayacak potansiyeli tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nitrobenzofurazan, Tetrazin, Florofor, Ters Elektron Talepli
Diels-Alder, Norbornen.
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INVERSE ELECTRON DEMAND DIELS-ALDER REACTIONS
OF SOME NITROBENZOFURAZANE-TETRAZINE DYES

ABSTRACT

In this thesis study, two NBD-Tz compounds were successfully synthesized via SNAr
reaction using commercially available aminotetrazines (aminoTzH*HCl and
aminoTzMe*HCIl) and the NBD-F amine-reactive profluorophore. The synthesized
compounds were thoroughly characterized using NMR spectroscopy and HRMS
analysis.

It was determined that the NBD-Tz compounds did not exhibit fluorescence emission
in DCM solutions but gained yellow-orange fluorescence properties upon the addition
of the strained dienophile exo-norbornene-2-methanol (Nb). HRMS analysis confirmed
that this reaction produced cycloaddition products with a dihydropyridazine structure.

The use of commercially accessible SnAr reactants and the Nb dienophile simplified the
synthesis of NBD-Tz compounds. Furthermore, the rapid execution of the TETDA
reaction, particularly with H-terminal NBD-Tz, demonstrates its potential to make such
methods in bioorthogonal chemistry more accessible to a broader research community.

Keywords: Nitrobenzofurazane, Tetrazine, Fluorophore, Inverse Electron Demand
Diels-Alder, Norbornene.
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1. GIRIS

1.1. Klik Kimyasi

Giliniimlizde “klik” kimyasi1 olarak bilinen azit-alkin tepkimesi, 1950 yilinda Alman
kimyager Rolf Huisgen tarafindan kesfedilmistir. Yiiksek sicaklikta gerceklesen Huisgen
reaksiyonlarinda katalizor kullanilmadigi i¢in reaksiyon siireleri uzundur. Bu tepkimelere
“klik kimyas1” adin1 kazandiran K. Barry Sharpless, 2001 yilinda yayimladigi Oncii
caligmasiyla bu kavrami, daha uygun kosullarda gerceklesen reaksiyonlari tanimlamak
iizere yeniden ele almistir (Kolb vd., 2001). Sharpless, bu ¢alismasiyla 2022 Nobel Kimya
Odiili'ne layik goriilmiistiir. Bu baglamda, Sharpless, “klik kimyas1” terimini, cesitli
fonksiyonel gruplarin iliman sartlar altinda kolay ve hizli bir sekilde sentezlendigi organik

reaksiyonlar1 tanimlamak i¢in kullanmistir (Kolb vd., 2001).

Klik kimyasi, birbirleriyle segici ve hizli bir sekilde reaksiyona giren fonksiyonel gruplar
arasinda gerceklesen reaksiyonlar1 ifade eder. Basta biyoloji, kimya, malzeme bilimi ve
ilac¢ sanayi olmak tizere, “klik kimyas1” ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu yontem,
Sekil 1’de sematize edildigi gibi, A ve B gibi iki molekiiliin yiiksek verimle ve yan iiriin
olusturmadan birlesmesine dayanir. Klik reaksiyonlari, termodinamik olarak en az 20

kcal/mol enerji gereksinimiyle karakterize edilmektedir (Gandhi vd., 2012).

"Klik" Reaksivonu

Sekil 1.1. “Klik” Reaksiyonun Gosterimi (Kolb vd., 2016)



1.1.1. Klik Kimyas1 Ozellikleri

Klik reaksiyonlari, genis kapsamli uygulama alani, yiiksek verimlilik, basit reaksiyon
kurulumu ve iistiin ¢cok yonliiliik gibi 6zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir. Bu reaksiyonlarda,
cozliciiniin kolayca uzaklastirilabilmesi ve kromatografik olmayan yontemlerle yan
tirtinlerin etkin bigimde ayristirilabilmesi, siirecin ekonomik ve ¢evresel agidan avantaj
saglamasina olanak tanimaktadir. Ayrica, bu yontem hem kiiciik hem de biiyiik 6lgekli
iiretim siireclerine uyarlanabilmekte; basit reaksiyon kosullari, zararsiz yan {iriin olusumu

ve su ile oksijene kars1 gosterdigi dayaniklilik, pratik kullanimini desteklemektedir.

* Cok secici: Klik kimyasi reaksiyonu, yalnizca alkin ve azit fonksiyonel gruplar1 arasinda
gerceklesmektedir. Bu nedenle, deoksiribo niikleik asitte (DNA) bulunan diger organik
fonksiyonel gruplar — 6rnegin amino ve karboksil gruplar1 — ile etiketlenmis proteinlere
miidahale edilmemektedir. Baska bir deyisle, bu reaksiyon biyolojik organizma i¢indeki

dogal kimyasal siireclerle etkilesime girmemektedir.

* Dogal biyomolekiillerde azit ve alkin fonksiyonel gruplar1 yoktur: Bahsi gecen
gruplarin DNA ve proteinlere 6zel olarak tanitilmasi gerekmektedir. Dogal bir sonug olarak

capraz tepkimeler yoluyla enterferans gézlenmez.

 Klik kimyas1 suda gerceklesebilir: Sulu Dimetilsiilfoksit (DMSO), N,N-
Dimetilformamid(DMF), Tetrahidrofuran (THF), asetonitril, alkoller ya da saf su gibi
ortamlarda gerceklesebilmektedir. Reaksiyon biyo-uyumludur ve canli hiicrelerde

gerceklesebilmektedir.

* Reaksiyon kantatif ve hizhdir: Reaksiyon, yiiksek hiz ve kantatif doniisiimler
gostermektedir. Gorece diisiik sicakliklarda dahi yliksek reaksiyon hizlarina sahip olup,
asamalr biiyiime polimerlerinin kantatif sentezi icin pratik ve etkili bir yontem

sunmaktadir.

* Reaksiyon pH’a duyarsizdir: pH kontroliine ve asit-baz ilavesine gerek yoktur. En iyi

sonuglar1 4-11 pH araliginda vermektedir (El-Sagheer ve Brown, 2010).



1.1.2. Klik Kimyasinin Tiirleri

Klik kimyasinin en yaygin ornekleri arasinda niikleofilik halka acilma reaksiyonlari,
siklokatilma reaksiyonlari, tiyol-en katilma reaksiyonlar1 ve aldehit/keton-niikleofil

kondensasyonlar1 kimyasi yer almaktadir.

1.1.2.1. Niikleofilik Halka A¢ilma Reaksiyonlari

Bu reaksiyonlar, basta aziridinler ve epoksitler olmak tizere siklik siilfatlar, aziridinyum
iyonlart gibi heterosiklik bilesiklerin halka agilmast sonucu olusan bilesikleri
kapsamaktadir. Sekil 2°de, niikleofilik halka acilma reaksiyonlar1 genel olarak sematize

edilmistir.

j)> + Nu_ HO
R R Nu

Sekil 1.2. Niikleofilik Halka A¢ilma Reaksiyonlar1 (epoksit a¢ilmast) (Tagdelen vd., 2016)

1.1.2.2. Siklokatilma Reaksiyonlar:

Bu reaksiyonlar, Huisgen, Hetero Diels-Alder ve 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonlarini
icermektedir. Reaksiyon mekanizmasi, bir ucunda alkin, diger ucunda azit bulunan
gruplarin triazol halkasi olusturarak kenetlenmesiyle gerceklesmektedir. Ancak, azit ve
alkinlerin katalizor yoklugunda gerceklesebilmesi i¢in yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duydugu

not edilmelidir. Sekil 3’te siklokatilma reaksiyonlarina yer verilmistir.
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Sekil 1.3. Siklokatilma Reaksiyonlari(Tasdelen vd., 2016)

1.1.2.3. Tiyol-en Katilma Reaksiyonlari

Tiyol-ene reaksiyonu (ayn1 zamanda alken hidrotiyolasyonu olarak da bilinir), bir tiyol
(R—SH) ile bir alken (R,C=CR;) arasinda gerceklesen ve sonucunda tiyoeter (R—S—R!)
olusturan bir organik reaksiyondur. Yiiksek verim, stereoselektivite, hizli reaksiyon
kinetigi ve termodinamik olarak giiclii bir itici kuvvete sahip olmasi nedeniyle, bu
reaksiyon klik kimyasi reaksiyonlar1 arasinda kabul edilmektedir. Tepkime genel semast,

Sekil 4’de gosterilmistir.

Sekil 1.4. Tiyol-en Katilma Reaksiyonlar1 (Tasdelen vd., 2016)

1.1.2.4. Aldehit/Keton-Niikleofil Kondensasyonlari

Aldehitlerin, alkoksiaminler veya hidrazinler gibi a-etki gosteren amin-bazli niikleofiller

ile oksim veya hidrazon fonksiyonel gruplar1 olusturarak kondenzasyonu, biyolojik



sistemlerde yaygin olarak kullanilan ilk kemoselektif ligasyon reaksiyonlarindan biri
olarak bilinmektedir (Sekil 5). Ancak, bu reaksiyonun biyoortogonalitesini sinirlayan

onemli bir faktor, hiicre i¢i metabolitlerde aldehit ve ketonlarin dogal olarak bulunmasidir.

R2
o) R2 N—X
, 7
R~ . T HN-X . R—( 1
H/R -H,0 H/R
X:0, alkosiamin X:0, okzim
X:N, alkil/arilhidrazin X:N, hidrazon

Sekil 1.5. Aldehit/Keton-Niikleofil Kondensasyonlari (Shieh ve Bertozzi, 2014)

Klik kimyasi, Cu(I) katalizlenmis ve Cu(l) katalizlenmemis olmak iizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Cu(l) katalizlenmis azit-alkin klik kimyas1 (CuAAC), reaksiyonun Cu(I)
iyonlar1 araciligiyla gergeklesmesine dayanirken, gergin halkali azit-alkin siklokatilma
(SPAAC) klik kimyas1 ve tetrazin trans-siklookten ligasyonu (TCO) gibi reaksiyonlar

sitotoksik 6zellik gosteren bakir iyonlarina ihtiya¢c duymamaktadir.

Ote yandan, iyi bilinen bakir icermeyen azit-fosfin reaksiyonu, fosfinlerin kararsizlig1 ve
yavas kinetigi nedeniyle siirl bir ilgi gérmiis ve arastirmacilar1 diger klik reaksiyonlarina

yonlendirmistir.

Genel olarak, klik reaksiyonlari, segicilik, biyouyumluluk, stabilite ve reaktivite agisindan

i¢ gruba ayrilmaktadir:

* Cu(I) Katalizorlii Azit-Alkin Siklokatilma (CuAAC) Klik Reaksiyonu: Bu reaksiyon
tiirli, en gozde klik reaksiyonu olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Muhtesem bir anahtar kilit
iliskisinde birlesme 6zelligi bulunmaktadir. Bu reaksiyonu gozde kilan ise
uygulanabilirligi, verimliligi, yliksek sicaklik istememesi gibi nitelikleridir. Cu(I) katalizi
kullanilmas1 reaksiyonun 107 kat daha hizli olmasini saglarken verimini de arttirmistir
(Meyvact, 2016). Bakirin toksik etkisinden 6tiirii, hiicre etiketlenmesinde veya canli iginde
kullanilmas1 6nerilmemektedir. Diger klik reaksiyonlarina kiyasla reaksiyon hizi diistiktiir.

Sekil 6’da reaksiyon genel semast gosterilmistir.
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Sekil 1.6. Cu(I) Katalizorlii Azit-Alkin Siklokatilma (CuAAC) "Klik" Reaksiyonu Mekanizmasi (Grammel
and Hang, 2013)

* Gergin Halkah Azit-Alkin Siklokatilma (SPAAC) "KIik" Reaksiyonu: SPAAC
reaksiyonlari, diisiik aktivasyon enerjilerinden 6tiirii katalizore ihtiyag duymamaktadir. Bu
nedenle toksik Cu(l) tiirlerine ihtiyact bertaraf ederler. Azadibenzosiklooktin
(ADIBO=DBCO) bazli reaktifler, azit fonksiyonlu molekiillerin arka planda
etiketlenmesine izin vermektedir. Azit-DBCO reaksiyonlari son derece secicidir. Bu
sebeple bu reaksiyonlar ile tetrazin trans-siklookten ligasyonu reaksiyonlari ¢ift etiketleme
yaklagimu i¢in idealdir (Grammel ve Hang, 2013). Sekil 7°de ise reaksiyon mekanizmasina

yer verilmistir.
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Sekil 1.7. Gergin Halkal1 Azit-Alkin Siklokatilma (SPAAC) Reaksiyonu Mekanizmasi (Grammel and Hang,
2013)




* Tetrazin trans-Siklookten Ligasyonu (TTCO): Cok hizli reaksiyon kinetigine sahip
olmasi, son on yilda en fazla tercih edilen klik reaksiyonu olmasini saglamigtir. Hiicre
icinde biyomolekiil etiketlenmesine olanak tanimaktadir; bunu sitotoksik bakir iyonlaria
ihtiya¢ duymadan yiiksek tepkime hizlari ile ger¢eklesmesine bor¢ludurlar. Canli sistemler
icinde gergeklesen pek ¢ok biyokomiyasal reaksiyondan hicbir sekilde etkilenmeden ve
herhangi bir olumsuz durum (yan {iiriin vb.) yaratmadan gerceklesmektedir (Sletten ve

Bertozzi, 2009).

Canli sistem iginde protein etiketleme, protein modifikasyonu, kanserli doku goriintiileme,
pozitron emisyon tomografi gibi canli i¢i uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bakir
katalizli reaksiyonlarinin, toksik etkisi ile bakirin DNA hasarina yol agmasi nedeniyle canli
ici uygulamalarda tetrazin frans-siklookten reaksiyonu aha c¢ok tercih edilmektedir.
Proteinler ile polimerlerin birlesme reaksiyonunda verimler yiiksek seyreder. Tiim bunlarla
birlikte stiper hizli reaksiyon kinetigine de sahiptir. Tablo 1’de Ters Elektron Talebi Diels
Alder (IEDDA veya TETDA) reaksiyonu ile diger klik reaksiyonlarin kinetigi
karsilastirilmistir. Reaksiyon tetrazin molekiilii ile trans-siklookten arasinda ters elektron
talebiyle ortama azot gazi vererek birlesmesi esasina dayanmaktadir. Sekil 8’de reaksiyon

mekanizmasina yer verilmistir.

Tablo 1.1. Yaygin olarak kullanilan biyoortogonal klik reaksiyonlari

Reaksiyon Ismi Reaktifler Reaksiyon Hizi [M's™!]
Staudinger Fosfin-Azit 2.2x1073

CuAAC Alkin-Azit 102-10*

Yetersiz Elekronlu AAC Diflorosiklooktin-Azit 8x1073

Gergin Halka AAC Biarilazasiklooktinon-Azit 1

IEDDA (TETDA) Tetrazin-Siklookten 3,8x10°

IEDDA (TETDA) Tetrazin-Norbornen 1-10




trans-siklookten

Tetrazin

Sekil 1.8. Tetrazin ile trans-siklookten ligasyonu reaksiyonu mekanizmasi (Kang vd.,2017)

1.2. Diels-Alder Reaksiyonlari

Organik kimyada en iyi bilinen klik reaksiyonlarindan biri olan Diels-Alder (DA)
reaksiyonu, 1928 yilinda Otto Diels ve Kurt Alder tarafindan kesfedilmistir. DA
reaksiyonunun siklikla tercih edilmesinin sebebi hizli, basit, genis alanlarda
uygulanabilirligi ve iliman reaksiyon kosullarinda gerceklesebilir olmasidir (Png vd.,
2017). DA reaksiyonlari, karbon-karbon baglarinin es zamanli olusumunu ve yikimini

kapsamaktadir (Peterson ve Palmese, 2009).
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Sekil 1.9. Diels-Alder reaksiyonlar1 (A: normal elektron talepli Diels-Alder reaksiyonu, B: hetero Diels-Alder
reaksiyonu,C: ters elektron talepli Diels-Alder reaksiyonu)(Peterson ve Palmese, 2009)



Dienofilin en diisiik enerjili bos molekiil orbitali (LUMO) ile dienin en yiiksek enerjili dolu
molekiiler orbitali (HOMO) eslesmesiyle DA reaksiyonunun etkinliginin, elektronca fakir
dienofiller ve elektronca zengin dienler kullanilarak arttig1 saptanmistir (Png vd., 2017).
DA reaksiyonu, sabit bir siklohekzen iiriinii elde edebilmek iizere elektronca fakir dienofil
ve elektronca zengin dien arasinda dogrudan bir [4+2] siklokatilma reaksiyonu olarak
meydana gelmektedir (Sekil 9A). Dien ve dienofil ayni molekiiliin bir pargasi ise,
intramolekiiler DA siklokatilma olarak isimlendirilmistir. Bununla birlikte DA
reaksiyonlarindan dienofilden veya dien en az birinin heteroatom igerdigi bilinmektedir.
Bu reaksiyonun tamami hetero-DA reaksiyonu olarak isimlendirilmistir (Sekil 9B)

(Gregoritza ve Brandl, 2015).

DA reaksiyon mekanizmasi bir diradikali kapsayan tek basamakli bir mekanizma veya iki
basamakli bir mekanizma ile gergeklesip gerceklesmedigi DA reaksiyonunun kesfinden
itibaren bir tartisma konusu olmustur. Bugiin halen daha gecerli olan goriis ise DA
siklokatilmanin halkali bir ge¢is durumunu iceren es zamanli bir reaksiyon oldugu

yoniindedir (Woodward ve Katz, 1959; Houk vd., 1986; Dewar vd., 1986).

DA mekanizmasi, etilen ve 1,3 butadien reaksiyon partnerleri kullanilarak agiklanmigtir.
Ayrica, reaksiyon partnerleri i¢inde ters elektron dagilimi sebebiyle yavas reaksiyon
kinetigine sahip bir yapidadir. Elektronca zengin olan dienler ile elektronca fakir olan
dienofillerin reaksiyona girmesiyle olusan bu siklokatilma ¢ok daha hizli ilerlemektedir.
Bu sebeple, tipik DA reaktanlarinda “iyi” dienler alkil zincirleri gibi elektron veren gruplari
ikame eden, reaktif dienofiller ise ketonlari, karboniller, nitriller, karboksiller veya
halojenler gibi elektron ¢eken gruplar1 yapilarinda bulundurmaktadir. DA siklokatilmasz,
tahmin edilebilir sterekimyaya sahip olmasiyla biiylik bir avantaj saglamaktadir. Ayrica
ekonomik ve yiiksek verimlidir. Doymamis 6 iiyeli halkalar1 sentezlemek tizere kullanilan

en gii¢lii yontemlerden biri olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Nicolaou vd., 2002).

Frontier Molekiil Orbital (FMO) teorisine gore, dienlerin en yiiksek dolu molekiiler orbitali
(HOMO), dienofilin en diisiik bos molekiiler orbitali (LUMO) ile etkilesime girerek
reaksiyonun gerceklesmesini saglar. 2008 yilinda birbirlerinden bagimsiz bir sekilde hem
Fox hem Hilderbrand arastirma gruplar tarafindan potansiyel bir klik kimyast yontemi

olarak raporlanmistir. Ayrica 2008 yilindan itibaren hem malzeme alninda hem de



10

biyokimya alanindaki kullanimi her gecen giin artmistir (Png vd., 2017). DA reaksiyonu
ve hetero-DA reaksiyonlar1 dahil olmak iizere farkli siklokatilma reaksiyonlar1 klik
reaksiyonu olarak kullanilmistir. Ayrica, s6z konusu reaksiyonlarin tamami arasinda
konjugasyon yontemleri acisindan sinirli uygulanabilir veya tamamen uygulanamaz bir

durum tespit edilmemistir (Ramapanicker ve Chauhan, 2016).

1.2.1. Diels-Alder Reaksiyonun Avantajlari

Diels-Alder reaksiyonu, organik kimya alaninin en onemli tepkimelerinden biridir. A
reaksiyonu, biyomedikal ve farmasotik uygulamalar agisindan giderek daha biiylik bir
onem kazanmaktadir (Nicolaou vd., 2002). Uygun dien-dienofil c¢iftleri kolaylikla
sentezlenebilmekte ve ilgili molekiiller hassas fonksiyonel gruplar ile modifiye
edilebilmektedir. DA reaksiyonu, sulu ortamda gerceklesebilmesi sayesinde toksik ve
pahali ¢éziiciilere olan ihtiyaci ortadan kaldirarak énemli avantajlar sunmaktadir. Ilging bir
sekilde, hidrojen baglarinin aktiflestirilmis kompleks ile etkilesimi ve hidrofobik
etkilesimlerin gliclenmesi, DA reaksiyonunun su i¢inde 6énemli dl¢iide hizlanmasina neden
olmaktadir (Meijer vd., 1998). DA reaksiyonunun en dikkat c¢ekici ozelliklerinden biri,
reaksiyon kinetiginin 1liman kosullarda nispeten yavas olmasina ragmen oda sicakliginda

gerceklesebilir olmasidir (De Aradjo vd., 2006).

Tibbi cihazlarda ve farmasoétik iiriinlerde kullanilan malzemelerin giivenligi ve saflig1 6n
kosul oldugundan, DA reaksiyonu, hedeflenen nanopargaciklarin gelistirilmesinde veya
polimer-ila¢ konjugasyonlarinin hazirlanmasinda oldukga kullanish bir biyo-konjugasyon
reaksiyonu olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, hem reaksiyon hizinin hem de denge
doniislimiiniin, dien-dienofil ¢iftinin ikame modeline bagli oldugu bilinmektedir (Koehler
vd., 2012). Genellikle katalizor veya baglatic1 gerektirmemesi ve yan {iriin olugmamasi,
elde edilen iiriiniin ekstra saflastirma gerektirmemesini saglamaktadir. DA reaksiyonunun
bu oOzellikleri, 6zellikle polimerler, proteinler, dendrimerler ve niikleik asitler gibi
makromolekiillerin reaksiyona dahil oldugu durumlarda biiyliik 6nem tasimaktadir. DA
reaksiyonu, sulu ortamda ve katalizorsiiz bir sekilde oda sicakliginda gerceklesmesiyle yan
iirlin olusturmaz. Bu 6zelligi sayesinde, ila¢ salim1 ve doku miihendisligi uygulamalari i¢in
gelistirilen hidrojeller gibi in situ olusan malzemelerin hazirlanmasinda etkili bir ¢apraz

baglanma metodu olarak kullanilmaktadir (Koehler vd., 2012).
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1.2.2. Tetrazin Ters Elektron Gereksinimli Diels-Alder Reaksiyonu

Ters elektron gereksinimli Diels-Alder GEDDA veya TETDA) reaksiyonu, 1949 yilinda
Deno ve Bachmann tarafindan kesfedilmis olup, elektronca zengin bir dienofil ile
elektronca fakir bir dien arasindaki 6zel bir reaksiyon mekanizmasini temsil etmektedir
(Bachmann ve Deno, 1949). Genellikle elektronca fakir dienofiller ve elektronca zengin
dienler arasindaki normal elektron gereksinimli DA reaksiyonuna ek olarak, iEDDA
reaksiyonu, reaktantlar arasindaki elektron dagilimima alternatif bir reaksiyon olarak
tanimlanmistir. Reaksiyon mekanizmasi boyunca, elektronca zengin bir dienofil ile
elektronca fakir bir dien arasinda alt1 tiyeli bir halka olusmaktadir (Sekil 9C) (Gregoritza
ve Brandl, 2015). iEDDA reaksiyonu, geleneksel DA reaksiyonlariyla benzer sekilde
bir¢ok farkli uygulama alaninda 6nemli katkilar saglamaktadir. Yiiksek verimlilik, 1liman
reaksiyon kosullar1 ve hizli reaksiyon kinetigi sayesinde, iki molekiilin kolayca
birlesmesini saglayarak karmasik molekiillerin sentezinde, ila¢ ve malzeme biliminde,

biyoetiketleme uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.2.3. Tetrazinler

Tetrazin reaktif birimi, iIEDDA reaksiyonu i¢in en reaktif dienlerden biri olup, bu reaksiyon
mekanizmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Dort azot atomu igeren alt1 tiyeli bir aromatik
halka yapisina sahip olan tetrazin, ti¢ farkli izomere sahiptir. Bu izomerler arasinda 1,2,4,5-
tetrazin, iIEDDA reaksiyonunda en yaygin kullanilan form olup, bazi durumlarda “s-
tetrazin” olarak da adlandiriimaktadir. iEDDA reaksiyonu, tersinmez bir reaksiyon tiirii
olup, biyoetiketleme amaciyla geleneksel DA reaksiyonuna kiyasla daha yaygin olarak

tercih edilmektedir (Kang vd., 2016).

Tetrazin kimyasi, tarihte ilk kez Carboni ve Lindsey tarafindan rapor edilmis olup,
(Carboni ve Lindsey, 1959) son yillarda yeni sentez yontemlerinin gelistirilmesi ve biyo-
ortogonalite kavraminin ortaya ¢ikmasiyla yeniden ilgi goérmeye baslamistir. Trans-
siklookten (TCO), iIEDDA reaksiyonu i¢in kritik bir reaktant olup, 2008 yilinda Royzen ve
calisma arkadaglar1 tarafindan etkin sentezi i¢in yeni bir fotokimyasal yoOntem

gelistirilmistir (Royzen vd., 2008). Bu 6nemli gelismeyi takiben, 2012 yilinda Yang vd.
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tarafindan tetrazin sentezi icin Lewis asit katalizoriinii iceren etkili bir sentez metodu
Onerilmistir (Yang vd., 2012). Bu ve benzeri ¢alismalar, tetrazin kimyasinin yalnizca klasik
bir sentez yontemi olarak kalmayip, ayn1 zamanda biyo-organik kimyada yeni ufuklar acan

onemli bir metot haline gelmesine olanak saglamistir.

1.3. Biyoortogonal Tepkimeler

Biyoortogonal tepkimeler, biitiin sisteme miidahale etmeden veya biyomolekiiller arasinda
herhangi bir etkilesime gerek kalmaksizin biyolojik sistemler icinde siirebilen kimyasal
tepkimeler olarak tanimlanmistir (Patterson vd., 2014). Biyoortoganal kimya,
biyomolekiilerin fonksiyonlarini, yapist ve canli sistemlerle hiicre manipiilasyonlarini
inceleyerek reaksiyonun gerceklesmesine kolaylik saglayan kuvvetli bir ara¢ olarak

gelistirilmistir (Qin vd., 2018).

Uygun kosullarda etkili ve segici olarak ilerleyebilen bir kisim biyoortogonal reaksiyonlar
hizli kinetige sahip, sulu ortamlara kars1 duyarli, yiiksek secicilik ve dogal olarak olusan
fonksiyon gruplartyla uyumlu 6zellikler tasimaktadir (Zheng vd., 2015). Biyoortogonal
tepkimelerin ideal tamamlayici bilesenleri, biyolojik sistemlere karsi toksik ve inert
olmamalidir, fakat biyolojik ortamlarda yer aldiklarinda birbirleri ile secici, rekaktif ve
biyouyumlu olmalar1 gerekmektedir (Zheng vd., 2015). Bahsi gecen 0Ozellikleriyle
biyoortgonal tepkimeler, biyomolekiilleri kendi dogal konumlarinda etiketlemede oldukga
kuvvetli bir aractir. Hedef biyomolekiillere dahil edilen islevsel grupla, biyoortogonal
tepkimeler i¢in segici partner molekiiler olarak kullanilarak iki adimli tespit ve
goriintiilemede bu aragtan yararlanilmaktadir. Ote yandan biyoortoganal molekiillerin
parcalanma reaksiyonlari, 6n ilaglarin zaman-mekansal aktivasyonunun ve hiicre ici
proteinlerin kontrol edilmesini saglamaktadir. Biyoortogonal tepkimeler, in vivo olarak
molekiillerin, 6n ilaglarda oldugu gibi, mekansal-zamansal olarak kontrol edilmesi ve siiper
coziiniirliikte goriintiilenmesi, post-translasyon modifikasyonlarinin agiklanmasi igin

kullanilmistir (Niki¢ vd., 2014).

Bioortogonal reaksiyonlar i¢in 6zellikle fiziksel kosullar altinda saglamlik olduk¢a 6nemli
bir durumdur. Bu tip dayanikliklar1 saglamak i¢in bazi reaksiyonlar tasarlanmis ve

uygulanmigtir. Bu reaksiyonlar; Staduinger reaksiyonu ,bakir katalizorliiglinde azid-alkin
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sikloadisyonu ve daha sonra gelistirilen ikinci nesil tepkimelerden olan azid-alkin
sikloadisyonlar1 (SPAAC), alkin-nitron sikloadisyonlar1 (SPANC), tetrazin ligasyonu (s-
tetrazin)dur. Bu reaksiyona Sekil 10 ‘da yer verilmistir. Bu reaksiyonlar i¢inde 6zellikle
tetrazin ligasyonu canli yapilarinda uygulanabilir olusuyla olduk¢a fazla uygulama alan

bulmustur.

Bahsi gecen reaksiyonlarin siirliliklart ise kisaca soyle ifade edilebilir. Staudinger
reaksiyonu oksijen varliginda kararsiz olan fosfora dayanirken bakir katalizli reaksiyonda

ise bakir canli yapilarda toksik etkiye neden olmaktadir.

X:N, CH
1 1
. & ) :
)\ I\IIIN . tersinmez N -
s —_—
N™=N TETDA NN N Ny
Il I 2
N\(N R2 R?
R2
RSH Secici olmayan baglanmalar
(tiyol)

Sekil 1.10 Dienler olarak tetrazinler veya triazinler kullanilarak gerceklestirilen biyoortogonal iEDDA
reaksiyonlart

1.4. Floresan Problar

Floresan goriintiileme icin kullanilan problar, hedef gozetmeyen problar ve hedefli problar
olarak ikiye ayrilir. Hedef gézetmeyen problar, sistemik izlemelerde kullanilmaktadirlar.
Hedefli problar, (florokrom, florofor veya kromofor bilesikler) hedef bolgedeki hiicrelerin
reseptorlerine veya hedef analite dogrudan kovalent bag veya molekiiller arasi etkilesimler
ile baglanirlar. Hedefli problara 6rnek olarak kanserli hiicrelerin takibinde kullanilan
problar verilebilir. Bunlara ilave olarak aktive edilebilen hedefli problar (activable probes)
denilen bir grup prob, enzim caligmalarinda kullanilmaktadirlar. Bu problarda iki veya
daha fazla kromofor bilesik hiicreye belli bir yakinlik derecesinde baglanir (peptid
baglayicilarla) ancak bu yakinlik O6yle bir derecede olur ki birbirlerinin etkisini

sonlimlendirerek 1s1ma yapmazlar ancak tutunduklar peptid baglayici kirilir ve serbest hale
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gelirse bu bilesikler normal floresan Ozellik gostermeye baglarlar. Gelistirilmis bazi
florofor problar ise hedef molekiillere baglanmadiklarinda 1g1ma yapmaz ya da diisiik
diizeyde 1s1ma yaparlar. Ancak hedeflerine baglandiktan sonra igimalarini yogunlastirirlar

(Tung, 2019).

Herhangi bir maddeden elektronik olarak uyarilmig durumlardan ortaya ¢ikan 1s18in
emisyonu liiminesans olarak adlandirilmaktadir. Liiminesans, uyarilmis durumun yapisina
bagli olarak floresans ve fosforesans olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Liiminesansda,
enerji kaynaklarindan bazilari, en diisiik enerjili “temel enerji” diizeyinde olan orbitalin bir
elektronunu yiiksek enerjili “uyarilmis” bir enerji diizeyine getirmektedir. Ardindan
elektron iizerinde bulunan fazla enerjiyi 151ma yaparak harcamaktadir. Boylelikle “temel”
enerji dlizeyine geri donerek liiminesanst meydana getirmektedir (Lakowicz, 2006).
Floresans olay1 sdz konusu oldugunda ise molekiil absorbsiyon yaparak temel elektronik
ve titresimsel durumdan uyarilmis hale ge¢mektedir. Molekiil uyarilmis durumdan
titresimsel enerjisinin fazlasin1 molekiiler arasi carpigmalar ile dagitmaktadir. Ardindan
molekiil bir 151n yayarak temel enerji diizeyine geri doner. Bu baglamda tipik bir floresans
yasamomrii 10 nanosaniye (ns) civarlarindadir. Uyarilmis durumdan temel hal duruma geri
doniis arasindaki ortalama zaman bir floransin Omriinii tanimlamaktadir. Isik hizi
bakimindan 1 ns 151k 6mrii dikkate alinmalidir. Ciinkii 151k, bir ns’de bir ayak boyu ya da
yaklagik 30 cm yol almaktadir. Pek ¢ok florofor, ns’nin altinda 6mre sahiptir. Bunun nedeni
ise floresansin kisa zaman aralikli ve zaman bagimli emisyon ol¢iimiinden otiirii fazla

gelismis optik ve elektronik bir sistem gerektirmesidir (Lakowicz, 2006).

Fosforesans, temel durumda ayni spin yonelimine sahip olan uyarilmis elektron olarak
tanimlanan uyarilmis triplet durumdaki 15181mn emisyonu olarak agiklanmaktadir. Temel
durum gegisleri yasaktir ve emisyon oranlar1 yavastir. Haliyle fosforesansin émrii ¢ogu
zaman saniyeler ile milisaniyeler arasinda olmaktadir. Fosforesans ile karanlikta parlayan
esyalarda oldugu gibi daha uzun omiir miimkiindiir. Fosforesans maddeleri, 1518a maruz
kaldiktan sonra birka¢ dakika parlamaya devam ederken, uyarilan fosfor yavas yavas temel
durumuna geri donmektedir. Floresans islemi tipik olarak aromatik molekiillerden
meydana gelmektedir. Bu amagcla yaygin olarak kullanilan florofor 6rneklerine Sekil 10°da

yer verilmistir.
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Sekil 1.11. Yaygin floroforlar (POPOP, fl6resin, akridin turuncusu, rodamin b) (Lakowicz,2006)

1.4.1. Florofor ve Floresans Soniimleme Mekanizmalari

Florofor boyalar; bir kimyasal bilesige baglandiginda ona floresan 6zellik kazandiran
floresan boya maddesi veya reaktif boyalara denir. Floresansi 6zellik ise floroforun 1s18a
maruz kalmasi sonunda uyarilmasi ve bu uyarilma ile florofor molekiiliin zayif bagh
elektronlarindan birinin daha yiiksek enerji diizeylerine ¢ikmasi sonucu olusur. S veya S»
diizeyleri olarak tanimlanan singlet durumlardan (singlet states) sonra elektron temel haline
(ground state) geri donerken (So) disartya enerji verir. Digartya enerji verme iki sekilde
olur. Floresan molekiil 151ma yapmadan 1s1 enerjisi yayabilir ya da 1s1ma yaparak floresan

foton yayabilir. Floresan foton yayma durumunda floresan 1s1ma gerceklesmis olur.

Jablonski diyagrami da floresanslar i¢in titresim seviyelerini i¢erir. Bir molekiil bir foton
emdiginde, o fotonun enerjisi molekiil i¢ enerjisi seviyesini artirir. Uyarilmig molekiil
enerjiyi serbest biraktiginda ise bunu bir foton bigiminde yapabilir. Elektronun triplet
durumdan temel duruma donerken yaptigl 1simaya fosforesan (phosphorescence) 1sima

denir.
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Sekil 1.12. Jablonski diyagrami

Floroforlarin floresans etkisi yliksek olan gruplari igeren yapilar oldugundan bahsetmistik.
Florofor yap1 151k tarafindan uyarilinca So seviyesinden uyarilmis hali olan S; seviyesine
gecer. Uyarilmis flofor So seviyesine foton emisyonu ile donerse floresans olusur ancak
foton Sp temel haline 1s1masiz relaksasyon ile de donebilir. Floresans emisyon siddetinin

farkl1 bir molekiil kullanilarak azaltilmas1 olayina floresans soniimleme denilir.

Sontimleme iki sekilde gergeklesebilir. Biri statik sonlimleme digeri ise dinamik
sontimlemedir. Statik soniimlemede, floresans madde ve soniimleyici etkilesimi yapan
maddenin bir araya gelmesi sonucu floresans emisyonu yapmayan bir kompleks yap1
gerceklesir. Dinamik soniimlemede ise esas florofor bilesik ile soniimleyici maddelerin

carpismasi esastir. Floresans soniimlemede azalan floresans siddeti vardir (Gedikli, 2023).
1.4.2. Tetrazin Bazh Floresans Problar

Biyoortogonal olarak aktive edilebilir floresans problar, biyolojik molekiilleri ve siirecleri
goriintiilemek ve izlenmesini kolaylastirmak icin paha bigilmez araglar olarak 6n plana
cikmaktadir. Tetrazin (1,2,4,5-tetrazin veya Tz) baglama reaksiyonlari ise giiniimiize kadar

gelistirilen en kullanigh biyoortogonal reaksiyonlardan biri olarak kabul edilebilir; ¢linkii
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bu reaksiyon diger klik reaksiyonlarmin aksine, bir katalizér gereksinimine ihtiyag
duymaz. Reaksiyonlarda bakir kullanimi (sitotoksik bakir) istenen hizlarda tepkime eldesi

icin yeterlidir (Isik ve Kisagam, 2024).

IEDDA reaksiyonu olarak, biyoortogonal uygulamalar icin yaygim olarak kullanilan bir
reaktif tiirii olan trans-siklookten ( TCO ) olduk¢a kullanigh bir reaksiyondur ¢iinkii
fenillenmis (R2 = Ph) tetrazinler, ilgili alkillenmis (R2 = Me) tetrazinlere kiyasla TCO ile
daha diisiik bir aktivasyon bariyeri olusturur. Bunun sebebi alkil baglayici tasiyan
tetrazinlerin, fenil baglayici tasiyan tetrazinlerden daha yavas reaksiyona girmesidir.
iEDDA ile TCO reaksiyonu tetrazinlerin LUMO+1 orbitalinin ile etkilesimine neden olur,
clinkii bu orbital, reaksiyon sirasinda dienofil ile etkilesen orbitaldir. Siilfon TSO ve
stilfoksit TSO2 igeren orbitallerde ise bu etkilesimin olmadig1 bunun sebebi ise LUMO ve
LUMO+1 orbital enerjilerinin ¢ok yiiksek olmasidir.

1.5. ilgili Arastirmalar

Devaraj vd. (2011) orta bir arastirmalarinda, cesitli biyolojik etiketleme ve goriintiileme
caligmalar1 i¢in tetrazin kimyasini uygulamislar ve bu uygulamayi basarili bir sekilde

sonu¢landirmislardir.

Lang vd. (2014) bir ¢alismalarinda genetik kod genisletme stratejileri kullanilarak protein
fonksiyonlarini ve dinamikleri kapsamli bir bicimde tetrazine klik reaksiyonunu kullanarak

incelemislerdir.

Fan vd. (2016), bir c¢aligmalarin iEDDA reaksiyonunu eliminasyon amaciyla
kullanmiglardir. Burada TCO ile tetrazin arasindaki ilk siklokatilma ardindan istenilen
molekiiliin eliminasyonuna yol acan bir dizi asimetrik tetrazinlerin tasarlanmasina ve

ayrica test edilmesine onciiliik etmiglerdir.

Meghani vd. (2017), bir calismalarinda; reaksiyonun farmokokinetigi optimize edildiginde
hem hiicresel hem de biitiin hayvan diizeylerinde TCO-tetrazin siklokatilmasinin etkili

oldugunu ortaya koymuslardir.
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Wang vd. (2012), fléresin bazli Sekil 13°de verilen bisakrilat bilesigi ve Sekil 13’de verilen
monoakrilat bilesigi problarini tasarlamislardir. Bisakrilat probu, monoakrilat probundan
ayiran temel 6zellik; Hcy ve GSH lizerine yiiksek Cys segiciligi gostermis olmasidir. Tiyol,
monoakrilat probunun akriloil grubuna dahil olduktan sonra bir ester bagi boliinmesi
gerceklesmekte ve floresein agiga ¢ikmaktadir. Bahsi gecen florosein, UV-Vis spektrum
ve floresans artisindan sorumludur. Bisakrilat prob Cys igin yiiksek bir floresans artist
verirken, Hcy ve GSH i¢in Cys kadar 1iyi floresans artis1 gostermemistir. Bununla birlikte
tek akrilat grubu tasiyan monoakrilat, her ii¢ tiyol i¢in de aym floresans artigini
gostermistir. Arastirma sonunda ulasilan sonuglar bisakrilat prob ve Cys reaksiyonu igin
stokiyometri 1:2 iken monoakrilat prob ve Cys reaksiyonu ig¢in stokiyometri 1:1
gostermistir. Reaksiyon mekanizmasina Sekil 13°de yer verilmistir. Bisakrilat probun
monoakrilat proba gore Cys’ye kars1 Hcy ve GSH lizerine yiiksek se¢iciligi, bisakrilat prob

ile Cys arasindaki reaksiyondaki ¢ift ekleme-bdliinme islemi ile iligkilendirilmistir.

@]

O

o]

Sekil 1.13. Bisakrilat prob (Wang vd., 2012)

peosas
O
a8

]

Sekil 1.14. Monoakrilat prob (Wang vd., 2012)
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T
o

Sekil 1.15. Bisakrilat ve monoakrilat problarinin tiyol ile reaksiyonu (Wang vd., 2012)

1.6. Bu Tez Calismasinin Amaci

Tetrazin bazli florojenik boyalarin literatiirdeki sentez yontemleri genellikle karmasik,
tehlikeli ve zaman alicidir. Bunun yani sira, saflastirma asamasinda yasanan zorluklar,
polimer, biyokimya, biyoloji ve malzeme bilimi gibi organik kimya altyapis1 veya kimyasal
olanaklart smirli laboratuvarlarin bu bilesiklere erisimini biiylik dl¢iide kisitlamaktadir.
Sekil 16’da goriilen amino-TzH ve amino-TzMe gibi tetrazin yapilar ticari olarak temin
edilebilmekte ve bu motiflerden genellikle amit baglar1 yoluyla florofor-tetrazin boyalari
iiretilmektedir. Ancak bu boyalar, genellikle en ¢cok 20 kata kadar emisyon artis1 saglarken,
kirmizi 1s1yan boyalarla birlesimlerinde emisyon artis1 genellikle en fazla 2 kat ile sinirh

kalmaktadir (Oliveira vd., 2017).

Alternatif olarak, tetrazin ¢ekirdeginin ge¢ satha olusturulmasini igeren yontemlerde {iriin
verimi oldukga diisiik olmakta ve saflastirma asamalari, gelismis cihazlar veya karmagik
yontemler gerektirmektedir. Ayrica, floroforlara gecis metali katalizi kullanilarak tetrazin

baglanmas1 durumunda genellikle olumlu sonuclar elde edilse de bu siiregler uzun ve
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karmasik olabilmektedir. Ayrica, uygun baglanma partnerlerinin siirli olmast nedeniyle
tetrazin halkas1 florofora uzaktan baglanmakta ve bu durum enerji sontimleme etkinligini

distirmektedir (Sekil 16).

A. tetrazine core installed onto the fluorophore

EN NC=R 1) NH;MH; =b:;}—ﬁ + dangerous chemical combinations for spnthesis
2) NaNO; b=l = may requine reverse-phase HPLC puriflicalion

B. pre-functionalized tetrazines cross-coupled to the fluorophore

N=N
N)—R transition ——{\. !}_H » ingri-almosphére, offen intricale synihesis
N-N " metal M=N « incompatitle for monosubstiiuted tefrazines
catalysis

C. amino-tetrazines amide-coupled to the fluorophore carboxylic acid
R

}l:l{ = low eymission anhancements
Lot M
— r

R TzH or TzMe
TzH or TzMe i 0

. — - N=N
- cpacer —G0,H —————— = gpacer "}—R
L ! amida coupling L HM
HaM N=N

commercially available!

D. this work: amino-tetrazines SyAr-coupled to the halo-fluorophores

» readily accessibie; use of commercial felrazines
« bath H- and Me-terminated lelrazings accessible

short spacer = fhigh yielding, convergent synthesis

TzH or TzMe i better quanchlngi « large emission enhancemanis
— b —nH HTN
SyAr \—Q—(’ PSR
Coupling b
Sekil 1.16. Isik arastirma grubu (Isik ve Kisagam, 2024) tarafindan gelistirilen tetzrazin-florofor sistemleri
(literatiir ile kiyasli).
commercially available! “ HD,.‘ in-gel fluo nce
G {H} Ho=N imaging of Human
CHN H=M 6 Sen.urn Albumin protein
5 Tristhyl aming
o L]
% I o 15 10 60 min, gt i E . : - .
-HX i
E | - o - —
« high yields (up to 519%) :
fi. enhancemants 1
= simple column chromatography purifications only :
[ » access 1o both 6-H- and 6-Me-ended tetrazines up to 193-fold i ]

Sekil 1.17. Isik arastirma grubu (Isik ve Kisagam, 2024) tarafindan gelistirilen kolay erigimli tetzrazin-
florofor boyalari
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Arastirma grubumuz tarafindan gergeklestirilen bu ¢alismada (Isik ve Kisagam, 2024; Sekil
17), ticari amino-tetrazinler ile halo-boyalar arasinda gerceklestirilen SnAr (Siibstitiisyon,
Niikleofilik, Aromatik) reaksiyonlariyla, gii¢lii sekilde soniimlenmis (®F1 < 0,01) ve
yiiksek saflikta BODIPY/NBD-tetrazin tiirevleri elde edilmistir. Basit silika jel
kromatografisi ile saflastirilabilen bu boyalar, biiyiik Stokes kaymalari ve BCN ile ligasyon
sonras1 193 kata kadar emisyon artis1 gibi iistiin optik 6zellikler gostermistir. Ayrica, BCN
ile 6nceden modifiye edilmis HSA proteini iizerinde parlak mavi-yesil floresans emisyonu

sergileyerek biyomolekiil etiketleme i¢in uygun bulunmustur.

Bu bahisle, bu tez ¢alismasi kapsaminda daha 6nce Isik ve Kisagam (2024) tarafindan
gelistirilen SnAr yontemi takip edilerek Nitrobenzofurazan floroforu ile kenetlenmis
tetrazin iskeletlerinin sentezlenmesi ve bunlarin egzo-5-Norbornen-2-metanol (kisaca Nb)

bilesigi ile TETDA tepkimelerinin incelenmesi amaglamaktadir (Sekil 18).

A.
X
NH3CI —
3 _N /\N/\ DCM N=N
N’N\ + .0 + —_— \ />7R
P N oda sicaklig! O2N NH N—N
R N NO, I
R:H; AminoTzH+HCI NBD-X O
R:Me; AminoTzMe+*HCI 1.1 esdeger 2.2 esdeger R:H; NBD-TzH
R:Me; NBD-TzMe
R
R

B. . )§N oH

NN HNTS

4 N
zb
OH
NH egzo-5-Norbornen-2-metanol NH L
N NB: Norbornen + rejyoizomerler
Jol =N,
<\ o
=N
Ters Elektron Talepli
NO,
Diels—Alder Tepkimesi NO;
R:H: NBD-TzH (TETDA)
R:Me; NBD-TzMe
[4+2]
Florofor-Tz —N, Florofor-Tz-Nb

Séniimlenmis hal

Hava oksidasyonu

Floresan hal

Sekil 1.18. Hedeflenen NBD-Tz bilesiklerinin sentez stratejisi: A. NBD-F ve NBD-Cl ile ticari tetrazinlerin
kenetlenme tepkimeleri ve B. NBD-Tz bilesikleri ile Nb gerilimli dienofili arasinda gergeklestirilmesi
planlanan TETDA tepkimeleri
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal ve Enstriimental Analiz

Bu calismada kullanilacak tiim fine kimyasallar ve ¢oziiciiler ticari olarak temin edilmis ve
aksi belirtilmedik¢e daha fazla saflastirilmadan kullanilmigtir. 1D NMR spektrumlarsi,
coziici olarak CDCI3 veya ds-DMSO kullanilarak bir 400 veya 600 MHz Niikleer
Manyetik Rezonans (NMR) Spektrometre iizerinde kaydedilmistir. HRMS verileri, bir
Agilent Technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS iizerinde elde edilmigstir. UV-
Vis Absorpsiyon spektrumlari, bir Shimadzu UV-3101PC UV-VIS-NIR spektrofotometre
iizerinde veya muadili bir cihazda alinmistir. Floresans emisyon olglimleri bir Perkin-
Elmer (Model LS 55) spektroflorometre iizerinde kaydedilmistir. Bilesiklerin FT-IR
spektrumlari, bir Perkin Elmer 100 model FTIR spektrometresinde (ATR) elde edilmistir.
Flag kolon kromatografisi (FCC) saflastirmalar1 i¢in flas sinifi silika jel (SiliaFlash
Irregular Silica Gels, F60, 4063 um, 60 A) kullanilmistir. Sentetik reaksiyonlar, dnceden
kaplanmis silika jel plakalar1 (Merck Silica Gel PF-254) kullanilarak, el tipi bir UV-Vis
lambasiyla gorsellestirilen ince tabaka kromatografisiyle (TLC) izlenmistir. Tiim organik
coziiciiler, susuz Na>xSO4 veya MgSO; iizerinde kurutulmus ve FCC’ye tabi tutulmadan
once doner buharlastirici (rotary evaporatdr) kullanilarak konsantre edilmistir. Tiim
absorpsiyon ve emisyon spektrum kayitlart i¢in 1,0 cm yol uzunluguna sahip kuvars

hiicreler kullanilmstir.

2.2. Organik Sentez Prosediirleri

Asagida verilen sentez caligsmalar ilgili literatiir (Isik ve Kisagam, 2024) takip edilerek
gergeklestirilmistir.

2.2.1. NBD-Tz Bilesiklerinin Sentezi icin Genel Yontem

25g ambalajli vialde bulunan tiraci AminoTzH*HCI] veya AminoTzMe*HCI bilesiginin

iizerine teflon kapli manyetik balik, 1,1 esdeger NBD-F bilesigi eklendikten sonra iizerine
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2 mL DCM ilave edilir. Bu karisim 30 saniye boyunca hizlica karistirildiktan sonra lizerine
2,2 esdeger trietil amin ilave edilir. Tepkime oda sicakliginda 15 dk. karistirildiktan sonra
direkt flas silika jel kolonuna yiiklenerek saflastirilir. Not: Eger hemen kolona
yiiklenmezse, iirliniin cama yapisarak ¢cokmelerin basladig goriilmiistiir. Ve daha sonra bu
tirtintin tekrar ¢oziilmesi ¢ok fazla DCM ¢oziiciisii gerektirerek kolon ayrim verimini

olumsuz etkilemektedir.

2.2.1.1. NBD-TzH Bilesiginin Yapisal Karakterizasyonu
N=N
—~ )2
OZNQNH N—N
I\
N_ N
O
'"H NMR (400 MHz, de-DMSO) § 10.46 (s, 1H), 9.91 (s, 1H), 8.37 (d, J = 2.6 Hz, 2H), 8.35

(d, J=1.9 Hz, 2H), 7.59 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 6.26 (s, 1H), 4.76 (s, 2H).

BC NMR (101 MHz, de-DMSO) § 165.67, 158.46, 145.23, 144.92, 144.46, 142.45, 138.07,
131.38, 128.54, 128.44, 122.06, 100.20, 46.42.

HRMS (ESI) Ci5Hi0NgOs3Na igin hesaplanan, [M + Na]* 373.07735, bulunan 373.07678.

2.2.1.2. NBD-TzMe Bilesiginin Yapisal Karakterizasyonu
=N
/

N
\
O,N NH : N—N
T
N. N
o)

"H NMR (400 MHz, ds-DMSO) § 10.04 (s, 1H), 8.49 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.45 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 7.69 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.38 (d, / = 7.7 Hz, 1H), 4.88 (s, 2H), 2.99 (s, 3H).

3C NMR (101 MHz, de-DMS0) § 167.45, 163.43, 145.26, 144.91, 144.49, 141.96, 138.08,
131.39, 128.51, 128.07, 122.00, 100.23, 46.43, 21.15.
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HRMS (APCI) Ci6H11N3gO3 i¢in hesaplanan, [M — H]™ 363.09541, bulunan 363.09476.

2.2.2. NBD-Tz(H/Me) Bilesikleri ile Nb Bilesiginin TETDA Tepkimeleri icin Genel

Prosediir

1 esdeger NBD-Tz(H/Me) boyasinin diklormetan ¢ozeltisine (=30 mM, DCM) 1,5 esdeger
dienofil eklenerek karigsmaya birakilir. Tepkime TLC kontrolii ile takip edilerek deney
donlisim tamamlandiginda (2 saat) sonlandirilir. Coziici vakum altinda ugurulduktan

sonra HRMS ile karakterize edilir.

2.2.2.1. NBD-TzH-Nb Bilesiginin Yapisal Karakterizasyonu

OH

HRMS spektrumu incelendiginde bilesigin agirlikli olarak dihidropiridazin halinde

bulundugu anlasilmistir.

HRMS (APCI) C23H21N6Oy4 icin hesaplanan, [M — H]™ 445.16242, bulunan 445.16273.

2.2.2.2. NBD-TzMe-Nb Bilesiginin Yapisal Karakterizasyonu
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HRMS spektrumu incelendiginde bilesigin agirlikli olarak dihidropiridazin halinde

bulundugu anlagilmstir.

HRMS (APCI) C24H23N6O4 icin hesaplanan, [M — H]™ 459.17807, bulunan 459.17987.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

AminoTzH*HCI ve aminoTzMe*HCI bilesikleri ilgili literatiirde semi-preparatif ters-faz
HPLC yo6ntemi ile saflastirilmistir (Devaraj vd, 2008). Bu ekipmanlara sahip olmadigimiz

icin bu bilesikler ticari olarak temin edilmistir.

3.1. NBD-Tz Bilesiklerinin Sentezi

Bu tez calismasi kapsaminda, SnAr tepkimelerinde niikleofil olarak kullanilacak
aminoTzH*HCl ve aminoTzMe*HCI bilesikleri ile tepkimenin elektrofili olarak
kullanilan NBD-CI ve NBD-F profloroforlari ticari olarak temin edilmistir. Daha 6nce Isik
ve Kisacam (2024) tarafindan raporlanan tepkime kosullar1 test edilmistir. Denemeler
sonucunda, aminoTzH*HCI bilesiginin, NBD-Cl ile bazik ortamda (diklormetan icinde,
2,2 esdeger trietilamin varliginda) gece boyunca karistirilmasina ragmen tepkime
vermedigi tespit edilmistir. Ince tabaka kromatografisi (TLC) ile takip edilen deneyde
herhangi bir doniisiim gézlemlenmemistir. Bu durum 6ngoriilerek, alternatif olarak daha
reaktif bir elektrofil olan NBD-F bilesigi kullanilmistir. NBD-F ile yapilan tepkimede,
yiiksek verimlerle (15 dakika i¢cinde) NBD-tetrazin bilesiklerinin basariyla sentezlendigi

gorilmiistiir.

Sekil 19°da verilen sentez semasina goére, NBD-TzH bilesigi %41 verimle elde edilirken,
metil tiirevi olan NBD-TzMe bilesigi %75 verimle gerceklestirilmistir.



27

X
NN R | x  iresi | ver
N__N tepkime siiresi | verim
X
NH,CI N H Cl gece boyu -
N =N P DCM
N + <0 + K _—
)\\ _N N oda sicakligi NH H F 15 dk. %41
R™ "N~ NO,
/N\
R:H; AminoTzH-HCI NBD-X S 15 dk. %75
R:Me; AminoTzMe+HCI 1.1 esdeger 2.2 esdeger
NO,
R:H; NBD-TzH

R:Me; NBD-TzMe

Sekil 3.1. AminoTzH*HCI ve AminoTzMe*HCI bilesiklerinin NBD-CI ve/veya NBD-F bilesikleri ile bazik
ortamda SNAr tipi kenetlenme reaksiyonlari

Literatiirle uyumlu bir sekilde, metil siibstitiic aminotetrazinler ile NBD-TzMe boyalarinin
daha yiiksek verimle sentezlenebilecegi goriilmiistiir. H-sonlu NBD-TzH bilesiklerinin
daha diisiik verimle elde edilmesi, H-sonlu amino tetrazinlerin bazik ortamda kararsizlik
gostermesiyle iliskilendirilmistir (Istk ve Kisagam, 2024). Elde edilen NBD-Tz
konjugatlari, proton ve karbon NMR spektroskopisi ile HRMS analizleri yardimiyla

eksiksiz bir sekilde karakterize edilmistir.

Tepkime siiresinin uzatilmasi, verimlerde herhangi bir iyilesme saglamamistir. Aksine,
tepkimenin 15 dakikadan uzun siire karistirilmast durumunda, olusan iirliniin vialin cam
yiizeyine yapistig1 veya asilti seklinde c¢oktiigii gozlenmistir. Coken iirlinii yeniden
cozebilmek i¢in asir1 miktarda ¢oziicii (DCM) kullanimi gerekmis ve bu durum,

kromatografik saflastirmay1 onemli 6l¢iide zorlastirmistir.

3.2. NBD-Tz Bilesiklerinin Nb Dienofili ile TETDA Tepkimeleri

Literatiirii ile uyumlu olarak, bu deneylerin TLC’de analiz edildiginde siklokatilma
bilesiklerinin birbirine ¢ok yakin Rf degerlerine sahip en az iki rejyoizomer ihtiva ettikleri
goriildii (Nb ile gergeklesen tepkimede Nb tepkeninin exo-konumlu hidroksimetilen
fonksiyonel grubu nedeniyle 4 farkli izomer beklenir. Bunlara bu bilesiklerin hava
oksidasyonu ile yiikseltgenmis formlar1 da dahil edildiginde bu bilesiklerin kromatografik
olarak saflastirilmasi anlamli degildir.). Bu izomerlerin ayrilmasinin pratik olmadigi
literatiirce de (Devaraj vd., 2010) kabul gordiiglinden malzemelerin yapisal

karakterizasyonlar: yalnizca HRMS analizi ile gergeklestirilmektedir. Izomerlerin
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floresans cevaplariin benzer oldugu goriildii (TLC). Bu dogrultuda, elde ettigimiz iki adet
Nb siklokatilma iirliniinli HRMS analizi ile karakterize ettik. Diklormetan igerisinde Nb
ile gerceklestirilen siklokatilma tepkimelerinde, H-sonlu NBD-TzH ile reaksiyon 30
dakika i¢inde tamamlanirken, Me-sonlu NBD-TzMe ile gerceklestirilen tepkimeler 2
saatlik karistirma siiresi gerektirmistir. NBD-Tz bilesiklerinin turuncu renkli diklormetan
cozeltilerinin her ikisi de floresans emisyonu gostermiyordu. Bu cozeltilere Nb
eklenmesiyle, H-sonlu NBD-TzH iceren deneyde birkag¢ saniye i¢inde sari-turuncu renkli

floresans 1s1masi1 gozlenmistir (Sekil 20).

R
)§ R

NN
N__N
E ﬁb
NH OH
_N, egzo-5-Norbornen-2-metanol piyoizomerler
_ Do (Nb)
N
NO, [4+2]
R:H; NBD-TzH N2
R:Me; NBD-TzMe
Séniimlenmis hal Floresan hal

Sekil 3.2. NBD-Tz bilesiklerinin Nb dienofili ile TETDA siklokatilma tepkimeleri

Buna karsin, Me-sonlu tetrazin boyasinin floresans 1s1ma gostermesi i¢in daha fazla
zamana ihtiya¢ duydugu belirlenmistir. Bu durumun, metil grubunun olusturdugu sterik
engelden  kaynaklandigr  disiiniilmektedir.  Bilesiklerin  HRMS  spektrumlari
incelendiginde, norbornen halkasi i¢eren katilma tiriinlerinin major olarak dihidropiridazin

formunda bulunduklar1 belirlenmistir (Sekil 27 ve 28, bkz. Ek).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez c¢alismalart kapsaminda, ticari olarak temin edilen aminotetrazinler
(AminoTzH*HCI ve AminoTzMe*HCI) ile NBD-F amin-reaktif profloroforu, trietilamin
varliginda SnAr tepkimesine tabii tutulmus ve iki adet NBD-Tz bilesigi basariyla
sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin molekiiler yapilari, NMR spektroskopisi ve yliksek
cozintrliikli kiitle spektroskopisi (HRMS) ile detayli bir sekilde aydinlatilmigtir.

Sentezlenen NBD-Tz bilesiklerinin DCM c¢ozeltilerinde literatiirle uyumlu olarak floresans
1s1ma gostermedigi tespit edilmistir. Ancak, ¢ozeltilere halka gerilimli bir dienofil olan ve
kolayca temin edilebilen egzo-norbornen-2-metanol (Nb) ilave edildiginde, sari-turuncu
renkli floresans 1s1ma Ozelligi kazandiklar1 gozlenmistir. HRMS analizi, bu TETDA
tepkimesi sonucu olusan siklokatilma iirliniiniin dihidropiridazin yapisinda olabilecegini

distindiirm{istiir.

Bu calismada kullanilan S~Ar tepkenlerinin ve Nb dienofilinin ticari olarak kolay ve uygun
maliyetle erisilebilir olmasi, SnAr tepkimesi ile NBD-Tz bilesiklerinin sentezini dnemli
Olclide basitlestirmektedir. Ayrica, TETDA tepkimesinin hizli ve verimli bir sekilde
gergeklestirilmesi, gecmiste yalnizca karmasik sentez siirecleri nedeniyle smirli bir
arastirmact grubuna erisilebilir olan bu tiir biyoortogonal tepkimelerin daha genis bir

arastirmaci kitlesi tarafindan kullanilmasina olanak taniyacaktir.



30

KAYNAKLAR

Bachmann, W. E. and Deno, N. C. (1949). The Diels--Alder Reaction of 1-
Vinylnaphthalene with a, B-and a, B, y, 0-Unsaturated Acids and Derivatives. Journal of
the American Chemical Society, 71(9), 3062-3072.

Carboni, R. A. and Lindsey Jr, R. V. (1959). Reactions of tetrazines with unsaturated
compounds. A new synthesis of pyridazines. Journal of the American Chemical
Society, 81(16), 4342-4346.

De Aratjo, A. D., Palomo, J. M., Cramer, J., Kéhn, M., Schroder, H., Wacker, R..., . and
Waldmann, H. (2006). Diels—Alder ligation and surface immobilization of
proteins. Angewandte Chemie International Edition, 45(2), 296-301.

Devaraj, N. K. And Weissleder, R. (2011). Biomedical applications of tetrazine
cycloadditions. Accounts of chemical research, 44(9), 816-827.

Dewar, M. J., Olivella, S. and Stewart, J. J. (1986). Mechanism of the Diels-Alder reaction:
Reactions of butadiene with ethylene and cyanoethylenes. Journal of the American
Chemical Society, 108(19), 5771-5779.

El-Sagheer, A. H. and Brown, T. (2010). Click chemistry with DNA. Chemical Society
Reviews, 39(4), 1388-1405.

Fan, X., Ge, Y., Lin, F., Yang, Y., Zhang, G., Ngai, W. S. C. ... and Chen, P. R. (2016).
Optimized tetrazine derivatives for rapid bioorthogonal decaging in living
cells. Angewandte Chemie, 128(45), 14252-14256.

Gandhi, P. S., Gaikwad, P. L., Jagdale, D. M. and Kadam, V. J. (2012). Growing advances
and applications of click reactions. American Jornal of PharmTech Research, 2, 83-103.

Gedikli, H. (2023). Floresans-Aktif Polimerlerin Sentezi, Karakterizasyonu Ve Kimyasal
Sensdr Uygulamalari, Yiiksek Lisans Tezi, Uludag Universitesi.

Grammel, M. and Hang, H. C. (2013). Chemical reporters for biological discovery. Nature
Chemical Biology, 9(8), 475-484.

Gregoritza, M. and Brandl, F. P. (2015). The Diels—Alder reaction: a powerful tool for the
design of drug delivery systems and biomaterials. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 97, 438-453.



31

Houk, K. N., Lin, Y. T. and Brown, F. K. (1986). Evidence for the concerted mechanism
of the Diels-Alder reaction of butadiene with ethylene. Journal of the American Chemical
Society, 108(3), 554-556.

Isik, M. and Kisagam M. A. (2023). Readily Accessible and Brightly Fluorogenic
BODIPY/NBD—Tetrazines via SNAr Reactions. The Journal of Organic Chemistry,
89(1),6513-6519

Kang, K., Park, J. and Kim, E. (2017). Tetrazine ligation for chemical proteomics.
Proteome Science, 15, 15.
https://proteomesci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12953-017-0121-5

Kang, K., Park, J. and Kim, E. (2016). Tetrazine ligation for chemical
proteomics. Proteome Science, 15, 1-13.

Knall, A. C. and Slugovc, C. (2013). Inverse electron demand Diels—Alder (IEDDA)-
initiated conjugation: a (high) potential click chemistry scheme. Chemical Society
Reviews, 42(12), 5131-5142.

Koehler, K. C., Durackova, A., Kloxin, C. J. and Bowman, C. N. (2012). Kinetic and
thermodynamic measurements for the facile property prediction of diels—alder- conjugated
material behavior. American Institue of Chemical Engineers Journal, 58(11), 3545-3552.

Kolb, H. C., Finn, M. G. and Sharpless, K. B. (2001). Click chemistry: diverse chemical
function from a few good reactions. Angewandte Chemie International Edition, 40(11),
2004-2021.

Lakowicz, J. R. (2006). Principles of Fluorescence Spectroscopy, Center for fluorescence
spectroscopy university of maryland school of medicine baltimore, MD 21201 USA.
ISBN-13: 978-0387-31278-1

Lang, K. and Chin, J. W. (2014). Cellular incorporation of unnatural amino acids and
bioorthogonal labeling of proteins. Chemical Reviews, 114(9), 4764-4806.

Meghani, N. M., Amin, H. H. and Lee, B. J. (2017). Mechanistic applications of click
chemistry for pharmaceutical drug discovery and drug delivery. Drug Discovery
Today, 22(11), 1604-1619.

Meijer, A., Otto, S. and Engberts, J. B. (1998). Effects of the hydrophobicity of the
reactants on Diels— Alder reactions in water. The Journal of Organic Chemistry, 63(24),
8989-8994.


https://proteomesci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12953-017-0121-5

32

Meyvaci, E. (2016). Poli(e-kaprolakton-b-etilen  glikol-b-e-kaprolakton)  blok
kopolimerlerinin "click" kimyas1 yontemi ile sentezi ve karakterizasyonu. Yiiksek Lisans
Tezi, Giresun Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii.

Nicolaou, K. C., Snyder, S. A., Montagnon, T. and Vassilikogiannakis, G. (2002). The
Diels—Alder reaction in total synthesis. Angewandte Chemie International Edition, 41(10),
1668-1698.

Niki¢, 1., Plass, T., Schraidt, O., Szymanski, J., Briggs, J. A., Schultz, C. and Lemke, E. A.
(2014). Minimal tags for rapid dual- color live- cell labeling and super- resolution
microscopy. Angewandte Chemie International Edition, 53(8), 2245-2249.

Patterson, D. M., Nazarova, L. A. and Prescher, J. A. (2014). Finding the right
(bioorthogonal) chemistry. American Chemical Society Chemical Biology, 9(3), 592-605.

Peterson, A. M. and Palmese, G. R. (2009). Reversible Diels—Alder cycloaddition for the
design of multifunctional network polymers. Click Chemistry For Biotechnology and
Materials Science, 195.

Png, Z. M., Zeng, H., Ye, Q.J. and Xu, J. (2017). Inverse-Electron-Demand Diels-Alder
Reactions: Principles and Applications. Chemistry, an Asian Journal, 12(17), 2142-2159.

Qin, L. H., Hu, W. and Long, Y. Q. (2018). Bioorthogonal chemistry: Optimization and
application updates during 2013-2017. Tetrahedron Letters, 59(23), 2214-2228.

Ramapanicker, R. and Chauhan, P. (2016). Click chemistry: Mechanistic and synthetic
perspectives. Click Reactions in Organic Synthesis, 1-24.

Royzen, M., Yap, G. P. and Fox, J. M. (2008). A photochemical synthesis of functionalized
trans-cyclooctenes driven by metal complexation. Journal of the American Chemical
Society, 130(12), 3760-3761.

Shieh, P. and Bertozzi, C. B. (2014). Design strategies for bioorthogonal smart probes.
Organic & Biomolecular Chemistry, 12(46), 9307-9320.

Sletten, E. M. and Bertozzi, C. R. (2009). Bioorthogonal chemistry: fishing for selectivity
in a sea of functionality. Angewandte Chemie International Edition, 48(38), 6974-6998.

Tasdelen, M. A., Kiskan, B. and Yagci, Y. (2016). Externally stimulated click reactions for
macromolecular syntheses. Progress in Polymer Science, 52, 19-78.

Tung. E. (2013). In vivo floresan goriintiileme ve in vivo uygulamalarda kullanilan florofor
bilesikler. Pamukkale Medical Journal, 13(1), 235-247.



33

Wang, H., Zhou, G., Gai, H. and Chen, X. (2012). A fluorescein-based probe with high
selectivity to cysteine over homocysteine and glutathione, Chemical Communications, 48,
8341-8343.

Woodward, R. B. and Katz, T. J. (1959). The mechanism of the Diels-Alder
reaction. Tetrahedron, 5(1), 70-89.

Yang, J., Karver, M. R., Li, W., Sahu, S. and Devaraj, N. K. (2012). Metal- catalyzed one-
pot synthesis of tetrazines directly from aliphatic nitriles and hydrazine. Angewandte
Chemie, 124(21), 5312-5315.

Zheng, M., Zheng, L., Zhang, P., Li, J. and Zhang, Y. (2015). Development of
bioorthogonal reactions and their applications in bioconjugation. Molecules, 20(2), 3190-
3205.



EKLER

Ek 1: NMR ve HRMS Kopyalan
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Ek 2: NBD-TzH bilesiginin 13C NMR spektrumu
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Ek 3: NBD-TzH bilesiginin HRMS spektrumu
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Ek 4: NBD-TzMe bilesiginin 'H NMR spektrumu
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Ek 5: NBD-TzMe bilesiginin '3C NMR spektrumu
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Ek 6: NBD-TzMe bilesigini

HRMS spektrumu
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Ek 7: NBD-TzH-NB bilesigini

HRMS spektrumu
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