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ORIGINAL RESEARCH

Bazi Maleik Anhidrit Iceren Kopolimerlerin Amin Yapih ila¢ Etken
Maddeleri Ile Tiirevlendirilmesi, Yapisal Karakterizasyonu ve

Biyolojik Aktiviteleri

Giilderen KARAKUS

OZET

Poli(maleik anhidrit-ko-stiren) (MAST), poli(maleik anhidrit-
ko-vinil asetat) (MAVA), poli(maleik anhidrit-ko-
metilmetakrilat) (MAMMA), poli(maleik anhidrit-ko-allil
fenil eter) (MAAFE) ve poli(maleik anhidrit-a/t-akrilik asit)
(MAAA) kopolimerleri serbest radikal polimerizasyon
tepkimesi ile sentezlendi. Kopolimerlerin amin (-NH,) yapili
ilag etken maddeleri ile modifikasyonu/tirevlendirilmesi
halka agilma tepkimesi ile yapildi. Kopolimer ve kopolimer/
ilag ciftlerinin yapisal karakterizasyonu Fourier Transform
Infrared (FTIR) ve Niikleer Magnetik Rezonans ('"H-NMR)
yontemleriyle ile yapildi. FTIR ve 'H-NMR spektrumlari
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kopolimer ve ila¢ etken maddesi arasindaki modifikasyon
tepkimesini dogrulamaktadir. Sentezlenen konjugatlarin
sagliklr hiicreler tizerine olan sitotoksik etkileri, birka¢ kanser
hiicresi tizerine olan antiproliferatif etkileri ve birka¢ bakteri
tizerine olan antibakteriyel etkileri de in-vitro olarak
arastirildi. Ayrica kullanilan bu farkli kopolimerlerin amin
yapilt ilag etken maddelerine olan ilgileri de karsilastirtlarak
modifikasyon/tiirevlendirme i¢in en uygun kopolimer MAVA
olarak segildi.

Anahtar Kelimeler: Kopolimer modifikasyonu, halka a¢ilma
tepkimesi, antiproliferatif etki, antibakteriyel etki, yapisal
karakterizasyon.

GIRIS

Maleik anhidrit (MA), C,H,O, genel formiiliine sahip essiz
bir elektron-alict monomerdir. MA igerikli kopolimerler
serbest radikal polimerizasyon tepkimeleri ile baslaticilar
kullanilarak sentezlenmektedir. Polianhidritler olarak da
bilinen MA kopolimerleri reaktif anhidrit halkas1 nedeniyle
halka a¢ilma tepkimeleri i¢in oldukga elverislidirler.
Boylece su (H,0), alkol (ROH), amin (RNH,) ve amin
tiirevleri gibi kiiciik mol kiitleli molekiillerle modifikasyona
ugrayabilirler. Bu 6zelliklerine ek olarak ekonomik olmalari
da onlar1 bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilabilir hale
getirerek ticari olarak da artik ulasilabilir haldedirler.
Nanopargaciklar i¢in ¢6ziindiiriicii ajan olmalarinin yanisira,
yiizey modifikasyonu, makromolekiiler ilag tasiyici
sistemler, tan1 amagli goriintiilleme ajanlari, implantlar,
diger uygulamalaridir (1). MA tizerinde tekrarlanan oldukga
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reaktif anhidrit halkasi niikleofilik bilesiklerin hidroksil
(-OH) ya da amino (-NH,) gruplarina halka agilma
tepkimesi ile baglanarak ester/karboksilik asit ya da amid/
karboksilik asit yapilarinin olugsmasina neden olur (2,3-5).
Ornegin ROH genel formiiliine sahip alkoller ile halka
acilma tepkimesi;

H
WwanA—— HC— CH Ao + ROH NVV—HC—C|H—J\I\M
C/ \c o0=cC C=0
N\
I\ N
0 OH OR
MA Monoester

Sekil 1. MA igerikli kopolimerden elde edilen monoesterin kimyasal

yapisi.

seklinde gosterilirken, RNH, genel formiiliine sahip aminler
ile halka acilma tepkimesi ise asagidaki gibi
genellestirilebilmektedir.

KATALIZOR
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Sekil 2. MA igerikli kopolimerden elde edilen amidin kimyasal yapisi.

Helmut Ringsdorf, 1975 yilinda kendi adiyla bilinen
Ringsdorf modelini (Sekil 3) 6nererek polimer bazli prodrug
(6n ilag) rasyonel dizayni i¢in ilk adimlart atmistir (6,7).

Polimer zinciri

TASIYICI SISTEM

Sekil 3. Sentetik polimerik ilaglar i¢in Ringsdorf modeli.

Kopolimerlerle ilgili ilk biyolojik etki ¢aligmasi maleik
anhidrit-divinil eter (DIVEMA) kopolimeri ile yapilmistir
(8). Bu kopolimer antikoagulan ve antienflamatuvar ajan
olarak kullanildig: gibi antiviral, antibakteriyel ve antifungal
etkinlige de sahiptir (9,10). Ticari olarak pazarlanan en
popiiler kopolimer ise SMA olarak da bilinen poli(stiren-ko-
maleik asit/anhidrit)’tir (2,11).

Tablo 1. Kullanilan ilag etken maddeleri ve kimyasal formiilleri

ila¢ etken
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Bu calismada daha once sentezlenen bes farkli maleik
anhidrit icerikli kopolimerin amin tiirevi olan ilag etken
maddeleri ile halka acilma tepkimesi iizerinden
modifikasyonu yapilmistir. Burada asil ama¢ hangi
kopolimerin amin tiirevlerine daha yatkin oldugu ve elde
edilen modifikasyon iirtiniiniin herhangi bir biyolojik etkiye
sahip olup olmadigidir. Bu amagcla; poli(maleik anhidrit-
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Tablo 2. Kopolimerler i¢in tepkime sartlari
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MAST 114‘?155 AIBN Benzen 170
MAVA MUY BPO Meileilkeion 24 80
MAMMA Mfa’_ﬂl\;m BPO  Metiletil keton 24 80
MAAFE I\fA(:le)E AIBN  Butilasetat 1 70
MAAA MA:AA BPO p-dioksan 8 70

~(1:1)

BPO: Benzoil peroksid, TEA: Trietilamin, MEK: Metiletil keton, DMF:
Dimetilformamid.

Tablo 3. Kullanilan ila¢ etken maddeleri ve kimyasal
formiilleri.
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MAVA/NA (1:1) TEA DMF 24 70
MAST/PH (1:1) EDAC ultrasafsu 48 60
MAVA/DX (1:1) EDAC  ultra saf su 72 75
MAVA/HX (1:1) TEA DMF 50 70
2 50
MAVA/CF (1:1) TEA DMF n +
48 70
. 2 50
MAAA/AF  (BDyada g, DMF P
(1:2) 46 70
MAVA/PT (1:1) - SutDMF 73 75

BPO: Benzoil peroksid, TEA: Trietilamin, MEK: Metiletil keton, DMF:
Dimetilformamid.

ko-stiren) (MAST), poli(maleik anhidrit-ko-vinil asetat)
(MAVA), poli(maleik anhidrit-ko-metilmetakrilat)
(MAMMA), poli(maleik anhidrit-ko-allil fenil eter)
(MAAFE) ve poli(maleik anhidrit-a/t-akrilik asit) (MAAA)
kopolimerlerinin modifikasyonunda prokainamid

hidrokloriir (PH), hidroksiiire (HX), siterabin (CF), cisplatin
(PT), noradrenaline (NA), doksorubisin hidrokloriir (DX),
akriflavin (AF) ila¢ etken maddeleri niikleofilik ajan olarak
secilmistir. Bu ajanlardan NA vazokonstriktor, PH kardiyak
anti-aritmik, AF topikal antiseptik, boya ve antikanser bir
ilag etken maddesi iken; DX, HX, CF ve PT antikanser ilag
etken maddeleridir. Bahsi gegen ila¢ etken maddelerinin
kimyasal formiilleri Tablo 1°de verilmistir.

GEREC VE YONTEM

Kimyasallar

Kopolimerlerin hazirlanmasinda monomer olarak maleik
anhidrit (MA), stiren (ST), vinil asetat (VA), metil
metakrilat (MMA) ve allil fenil eter (AFE) (Merck,
Schuchardt, Almanya), baslatici olarak benzoil peroksit
(BPO) (Merck, Schuchardt,
azobisizobutironitril (AIBN) (Peaxnm, Rusya) kullanildi.

Almanya) ile

Kopolimerlesme tepkimeleri, benzen (Carlo-Erba, Strada
Rivoltona, Rodano) ve etil metil keton (Merck, Darmstadt,
Almanya) organik coziiciilerinde gerceklestirildi. Akrilik
asit (AA) (Fluka, Almanya) ise kullanilmadan 6nce distile
edildi. Kopolimerler, olast monomer artiklarindan ve
homopolimerlesmeden dogabilecek kopolimer digsindaki
safsizliklardan uzaklastirild.

Kopolimer-ilag etken madde ¢iftlerinin hazirlanmasinda
katalizor olarak trietilamin (TEA) ve N-(3-
dimetilaminopropil)-N’- etilkarbodiimid (EDAC) (Merck,
Schuchardt, Germany) kullanildi. Bu c¢iftler hazirlanirken
TEA katalizortiiniin kullanildig: tepkimeler N,N-
dimetilformamid (DMF) (Merck, Darmstadt, Germany)
¢oziiciisiinde, EDAC katalizoriintin kullanildig1 tepkimeler
ise su (Deva ilag-Istanbul-Tiirkiye)-kopolimer karisimi
seklinde sodyum hidroksit ve hidroklorik asit (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) ile pH degerinin ayarlandig1
viskoz ¢ozeltide gerceklestirildi. Kopolimer-cisplatin
kompleksi hazirlanirken diger tiirevlendirme iglemlerinden
farkli olarak glimiis nitrat, potasyum kloriir ve nitrik asit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) kullanild1.
Kopolimer-ila¢ etken madde ¢iftlerinin hazirlanmasinda,
cis-diaminoplatin II dikloriir kristali (PT), hidroksiiire
(HX), sitozin B-D-arabinofuranosid hidrokloriir (CF),
doksorubisin hidrokloriir (DX), prokainamid hidrokloriir
(PH), noradrenalin (NA) ve akriflavin (AF) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) ilag etken maddeleri kullanild. Ilag etken
maddelerinin ¢dziinmesi i¢in ¢ogunlukla steril apirojen
enjeksiyonluk distile su (Deva Pharma) ile nadiren tridistile
su kullanildz.
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Kopolimerlerin Sentezi

Maleik anhidrit igeren 5 farkli kopolimer poli(maleik
anhidrit-ko-stiren) (MAST), poli(maleik anhidrit-ko-vinil
asetat) (MAVA), poli(maleik anhidrit-ko-metilmetakrilat)
(MAMMA), poli(maleik anhidrit-ko-allil fenil eter)
(MAAFE) ve poli(maleik anhidrit-a/¢-akrilik asit) (MAAA)
sentezlenme kosullari kisaca Tablo 2’de dzetlenmistir (12).

Kopolimer/ila¢ Konjugatlarinin Sentezi

Tablo 2°de 6zetlenen kopolimerlerin sentez sartlar: ve elde
edilen kopolimer/ilag konjugatlarinin; MAVA/NA, MAST/
PH, MAVA/DX, MAVA/HX, MAVA/CF, MAAA/AF ve
MAVA/PT sentezlenme kosullar1 kisaca Tablo 3’de
Ozetlenmistir.

Yapisal Karakterizasyon

Kopolimer ve modifikasyon tirtinleri KBr pelletleri (100 mg
KBriginde 2 mg 6rnek) seklinde FTIR spektrofotometresinde
(MATTSON 1000 Unicam, USA) 400-4000 cm™' dalga
sayis1 araliginda, 4 cm™! araliklarla yapildi. Nukleer
Magnetik Rezonans, 'H-NMR analizi ise 400 MHz’de
(Bruker Avance III, Karlsruhe, Germany) 6 mg kopolimer
ya da modifikasyon iirliniiniin, 0.8 mL dimetil siilfoksid
(DMSO) iginde hazirlanmasi ile yapildi. Bu karakterizasyon
caligsmalar1 Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezi’nde
(Erciyes Universitesi, Kayseri, Tiirkiye) yapildi.

Antitumor, Sitotoksik ve Antimikrobiyal Aktivite
Kopolimer-ila¢ etken madde c¢iftlerinin bazilarinin
antitimor etkileri in-vitro olarak HeLa (insan rahim timor
hiicresi) ve C6 (sican beyin tiimor hiicresi) iizerinde hiicre
kiiltirt yapilarak BrdU cell ELISA yontemiyle tespit edildi.
Bu islemler sirasinda Dulbecco’nun modifiye eagle
medyumu (DMEM), Dulbecco’nun fosfat tampon tuzu
(D-PBS), tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ve
besiyeri kullanildi. Sitotoksisite testleri i¢in hem fare
fibroblast hiicre serisi (L929) ve laktat dehidrogenaz (LDH)
testi kullanildi. Antimikrobiyal duyarlilik testi sadece
MAAA/AF konjugatina Kirby Bauer Disk Difiizyon
yontemi Mueller—Hinton Agar kullanilarak Enterecoccus
faecium, Enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC),
Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes suslari
iizerinde test edilerek yapildi.

BULGULAR ve TARTISMA
Yapisal Karakterizasyon

Daha onceki ¢aligmalarimizda sentezledigimiz kopolimer/
ilag konjugatlari i¢in elde edilen FTIR ve NMR ('H-NMR
ve BC-NMR) spektrum sonuglar1 kopolimer ve ilag etken

maddesi arasindaki konjugasyon tepkimesini hem
desteklemekte hem de dogrulamaktadir (13-15). Ayrica
FTIR ve NMR sonuglarina gore segilen 5 kopolimerden
MAVA kopolimeri konjugasyon i¢in en uygun olanidir. Ve
bu nedenle MAVA kopolimeri ile her biri biyolojik etkiye
sahip 5 farkli kopolimer/ilag konjugatt (MAVA/NA,
MAVA/DX, MAVA/HX, MAVA/CF ve MAVA/PT)
sentezlenmistir.

Antitumor, Sitotoksik ve Antimikrobiyel Etki

Sentezlenen kopolimer/ila¢ konjugatlarindan MAVA/NA,
MAST/PH, MAVA/DX, MAVA/PT ve MAVA/HX saglikli
fare fibroblast hiicre serisi (L929) ve laktat dehidrogenaz
(LDH)) tizerine toksik degildir. Antikanser etkiye sahip
oldugu bilinen PH, DX, PT, CF ve HX etken maddeleri ile
sentezlenen MAST/PH, MAVA/DX, MAVA/PT, MAVA/CF
ve MAVA/HX konjugatlari; C6 ve HeLa kanser hiicreleri
iizerinde antitumor etkiye sahiptir (13,16,17). Yalnizca
MAAA/AF konjugatinin antimikrobiyal testleri yapilmis
olup Enterecoccus faecium, Enterohaemorrhagic
Escherichia coli (EHEC), Staphylococcus aureus and
Listeria monocytogenes suslar1 tizerinde antimikrobiyel
aktiviteye sahip oldugu gdosterilmigtir (13-15).

SONUC

Bu ¢alismada daha onceden sentezlene 5 farkli kopolimerin
halka acilma tepkimesiyle amin tiirevi olan farkli ilag etken
maddeleri ile konjugasyonu kiyaslanmistir. MAVA
kopolimeri konjugasyon i¢in en uygun kopolimer segilmis
olup, konjugatlarin herhangi bir biyolojik etki gdsterip
gostermedigi de gdzoniinde bulundurulmustur. Herbir
kopolimer/ilag ikilisinin igerdigi ila¢ etken maddesinin asil
biyolojik etkisi gdzoniinde bulundurularak yapilan
biyolojik etki testlerinde antikanser ilag igeren konjugatlarin
da ayni zamanda antikanser etkiye sahip oldugu
gorillmiistiir. Sonug¢ olarak kopolimer/ilag ikililerinin
gosterdigi biyolojik etkinin, konjugatin icerdigi ilag etken
maddesinin sahip oldugu etki ile orantili oldugu
sOylenebilir.
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performed by the ring opening reaction. Structural
characterization of the copolymers and the conjugated
products was carried out by Fourier Transform Infrared
(FTIR) and Nuclear Magnetic Resonance (IH-NMR). The

Derivatization of Some Maleic Anhydride
Containing Copolymers with Amine
Functionalized Pharmaceutical Active

Substances, Structural Characterizations
and Biological Activities

ABSTRACT

Poly(maleic anhydride-co-styrene) (MAST), poly(maleic
anhydride-co-vinyl acetate) (MAVA), poly(maleic
anhydride-co-methyl methacrylate) (MAMMA), poly(maleic
anhydride-co-allyl phenyl ether) (MAAFE) and poly(maleic
anhydride-alt-acrylic acid) (MAAA) copolymers were
synthesized by free radical chain polymerization reaction.
Modification/derivatization of the copolymers with active
pharmaceutical ingredients, in amine form (-NH,), was
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