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Poli-B-Alanin Ve Tlrevlerinin Sentezi, Karakterizasyonu Ve
Antibakteriyel Ozelliklerinin Incelenmesi
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Ozet

Yakin zamanda naylon-3 (poli-B-alanin) kopolimerleri ve tlrevlerinin biyoaktivite 6zellikleri ile
ilgili caligmalar artmustir. Bu c¢alismalarda birgok naylon-3 kopolimeri ve tlrevlerinin
antibakteriyel, antifungal hatta hiicre tutma aktivites gosterdigi saptanmistir. Mevcut ¢aligmada,
poli-B-alanin, poli(a-metil-p-alanin) ve poli(B-metil-B-alanin) polimerleri sentezlenerek yapisal
karakterizasyonu ortaya konmus ve antibakteriyel aktivites incelenmistir. Sentezlenen (g
polimerin, Ug Gram pozitif (Bacillus subtilis NRRL B-209, Micrococcus luteus NRRL B-1018,
Saphylococcus aureus ATCC 25923) tic Gram negatif (Escherichia coli ATCC 25922, Proteus
vulgaris NRRL B-123, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853) toplam alt1 patojen bakteriye
kars1 antibakteriyel etkisi arastirilmistir. 100 mg poli(a-metil-p-alanin)’den yapilan 10 mm g¢apl
diskin 24,89 mm’lik inhibisyon zon ¢ap1 ile Saphylococcus aureus bakterisi Uzerinde
antibakteriyel etki gosterdigibelirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, poli-p-aanin, antibakteriyel aktivite

Synthesis, Characaterization And Antibacterial Properties Of The Poly-B-
Alanine And Its Derivatives

Abstar act

Recently, the studies on bioactivity characteristics of nylon-3 (poly-f-alanine) copolymers and
derivatives have increased. In this studies, many nylon-3 copolymers and derivatives have been
found to be antibacterial, antifungal effect, and also, cell adhesion activities. In the present
study, poly-p-alanine, poly(a-methyl-p-alanine) and poly(B-methyl-p-alanine) were synthesized,
characterized structurally and examined for antibacterial activity. Antibacterial activity of
synthesized polymers was determined against to total six pathogens, three Gram positive
(Bacillus subtilis NRRL B-209, Micrococcus luteus NRRL B-1018, Saphylococcus aureus
ATCC 25923), three Gram negative (Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris NRRL B-
123, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853). 10 mm diameter disc made from 100 mg of
poly(a-methyl-B-alanine) exhibited antibacteria activity againts to Staphylococcus aureus with
24,89 mm diameter inhibition zone.

Key Words: Staphylococcus aureus, poly-B-alanin, antibacterial activity
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1. GIRIS

Naylon-3 (poliamit3 veya poli-B-alanin) tekrarlanan birimlerinde peptit bagi (amit bagi) igeren
kristalin bir polimerdir (Sekil 1). Poli-p-alanin yiiksek amit grubu igerigi nedeniyle kristal
derecesi yuksek, aifatik naylonlar icerisinde termal ve mekanik direnci en yiksek (hattaipek ile
yarigabilen) poliamittir. Poli-p-alanin zincirleri yapisindaki amit grubu (CONH) nedeniyle

protein molekillerine benzemektedir.

?H3 (I:H3
{CHZCH »-CO-N H} lCHZCH-CO-NH] 0 {CHCHZ-CO-NH] 0
n
poli(B-alanin) poli(a-metil--alanin) poli(B-metil-B-alanin)

Sekil 1. Poli-B-alanin, poli(a-metil-B-alanin) ve poli(B-metil-B-alanin)'in kimyasal yapilar

Son zamanlarda, bir poli(aminoasit) olan naylon-3 (poli-p-aanin)‘tin kopolimer ve tlrevlerinin
hiicre tutma ve hiicre ile etkilesimi (Lee et a 2009; Liu et a 2012a; Liu et a. 2012b),
antibakteriyel (Zhang et a. 2012; Mowery et a. 2009) ve antifungal (Dohm et al. 2010)
ozellikleri tizerine ¢aligmalar ortaya konmustur. Lee et a. (2009), naylon-3 kopolimerlerinin
bazilarinin hiicre yapigmasini destekledigi, polistiren ve kollajen kapli cam gibi pozitif doku
kiiltlirii  substratlarina gore benzer hatta bazen daha fstin morfolojiler sergilediklerini
vurgulamiglardir. Bagka bir calismada Mowery et a. (2009), bazi rastgele naylon-3
kopolimerlerin host-defense peptitlerin favori 6zelliklerini taklit ettigi ve bu kopolimerlerdeki
yapi-aktivite iligkisini belirlemiglerdi. Bu kopolimerlerin  yapi-aktivite iliskilerinin
metabolizmayr koruyucu (host-defense) polipeptitler ve benzer sentetik peptitlerin
davraniglariyla karsilastirilabilir diizeyde oldugunu gostermislerdir. Benzer bir calismada Dohm
et a. (2010), baz1 rastgele naylon-3 kopolimerlerinin akciger yiizey aktif proteinlerini taklit
ettigi ve bu amagla kullanilan spesifik oligomerlere gore daha avantajli olabileceklerini 6ne
stirmislerdir. Liu et a. (2012b), daha uzun zincirli naylon-3'lerin daha iyi fibroblast tutunmasi
sagladigini optimal zincir uzunlugunda daha az hidrofobik naylon-3 altbirimlerin en tstlin sonug
verdigini ve yine bazi naylon-3 kopolimerlerinin Candida albicans mayas: (Liu et a. 2013) igin
etkili antifungal aktiviteye sahip oldugunu bazilarinin ise antibakteriyel (Chakraborty et
al.2013) ozellik sergiledigini gostermislerdir.

Gilinlik hayatta antibakteriyel malzemelerin kullamiminin artmasi ile bu malzemelerin

belirlenmesi ve gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar da hizla artmaktadir. Polimerik malzemelerin
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ucuz, hafif, geri doniistiiriilebilir ve nispeten dayanikli olmalar1 nedeniyle giiniimiizde birgok
alanda kullanildig1 bilinmektedir. Giinliik yagantimizda hemen hemen her yerde karsilastigimiz
plastikler diginda biyopolimerler de her gegen giin biyoteknoloji, tip, doku miithendisligi gibi
bir¢ok disiplinde biyomalzemeler olarak yer almaktadir. Bu disiplinlerde biyopolimerler ilag
salimim sistemleri, doku iskeleleri, yapay organlar, ameliyat iplikleri gibi ¢ok yaygin kullanima
sahiptirler. Bu amacla gérev yapan polimerlerin ¢ogu poliester, polianhidrit, poliliretan, poliamit
ve baz1 dogal polimerler grubuna girmektedir.

Calisma kapsaminda sentezlenen poli-B-alanin, poli(a-metil-B-alanin) ve poli(B-metil-B-
alanin)’in kimyasal yapilar1 (yogun peptit baglar1 icermesi) ve literatir bilgileri goz ontine
alindiginda antibakteryel 6zellik gosterme potansiyeline sahiptirler. Antibakteriyel polimerik
malzemeler, tek baglarina veya baska polimerik malzemelerle kompozit veya karisim
olusturdukarinda bu o6zelliklerini korurlar ve islendiklerinde elde edilen malzemeler hijyenin
onemli oldugu alanlarda kullanim1 ile avantaj saglarlar. Literatirde bu polimerlerin
antibakteriyel 6zellikleri Uzerine ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, poli-p-alanin, poli(a-metil-B-alanin) ve poli(B-metil-p-alanin) sentezlenerek

spektroskopik yontemlerle karakterizasyonu yapilmis ve antibakteriyel 6zellikleri incelenmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Polimerlerin sentezi

Poli-p-alanin, poli(a-metil-p-alanin) ve poli(B-metil-p-alanin) sirasiyla akrilamit, metakrilamit
ve krotonamitin monomer olarak kullanildig:r baz katalizli hidrojen transfer polimerizasyonu
(Bredow et a. 1957; Masamoto et al. 1970; Ogata 1960; Tani et al. 1963; Camino et a. 1970;
Glickson & Applequist 1969; Morgenstein & Berger 1992; Ree & Minoura 1976) yontemi ile
elde edilmistir. Sekil 2.”de polimerizasyon tepkimesi poli-B-alanin (R;:H ve R;:H), poli(a-metil-
B-alanin) (Ri:H ve R,:CH3) ve poli(B-metil-p-alanin) (Ri:CH3z ve R; :H) icin 6zetlenmistir.
Sekil.2’de baslatic1 olarak en sik kullanilan tNaOBu rastgele secilmistir. Neme ve oksijene
duyarli olan polimerizasyon susuz o-diklorobenzen, piridin ve ksilen gibi aprotik solventler
igerisinde indrt atmosferde yaklagik 100°C de 24-48 saat yuUritUlmiistiir. N-fenil-beta-naftilamin
serbest radikal polimerizasyon inhibitdrt olarak (% 0.01) kullanilmistir.
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Sekil 2. Hidrojen-transfer polimerizasyonunun mekanizmasi.

2.2. Polimerlerin izolasyonu ve Karakterizasyonu

Polimerizasyon sonrasinda ortama asetik asit eklenerek ortam nétrlestirilmis, boylece aktif
anyonik zincir uglar1 protonlanarak polimerizasyon sonlandirilmistir. Uygun g6zenek numarali
(2 ve 3) Gooch krozeleri ile vakum pompasi yardimiyla siiziilerek ayrilan polimerler soguk su
ve metanol ile yikanarak inhibitor, baz ve ¢oziicti kalintilar1 uzaklastirilmistir. Islak polimer
ornekleri vakum ettiviinde 50°C de 48 saat bekletilerek mevcut solvent ve nem kalintilari
tamamen uzaklastirilmistir. Polimer 6rnekleri tartilarak polimerizasyon verimi hesaplanmistir.
Elde edilen bu polimerlerin yiiksek mol kiitlelerine sahip kisimlari suda ¢dzinmediginden
(Masamoto et a. 1970) suda ¢oziinen kisimlarinin eldesi i¢in polimer 6rneklerinin saf su ile
siispansiyonlart hazirlanmis ve reflux edilerek suda c¢oziinebilen kisimlari ¢ozelti fazina
alinmigtir. Oda sicakligina sogutulan siispansiyon uygun por numarali (2-3) Gooch krozeleri ve
vakum pompasi yardim ile siiziillerek suda ¢éziinmeyen ve ¢oziinen kisimlar elde edilmistir.
Polimerlerin yapisal karakterizasyonu FTIR, 'H-NMR, MALDI-TOF kiitle spektroskopis ve
elementel analiz ile gergeklestirilmigtir.

Izole edilerek kurutulan her ii¢ polimer &rneginin ilk karakterizasyonu FTIR spektrumlarinin
ATR teknigi ile 700-4000 cm™* dalga sayisi araliginda kaydedilmesiyle yapilmistir. Ardindan
her ii¢ polimerin elementel analizleri yapilarak karbon, azot ve hidrojen igerigi belirlenmistir.
Her polimer tiiriinden hazirlanan 10 mg polimer/0,2 mL formik asit ¢ozeltilerinin icerisine bir
damla DMSO-d6 damlatilarak Bruker AVANCE 111 400 MHz NMR Spektrometresi ile H-
NMR spektrumlar1 kaydedilmistir. Polimerlerin ortalama mol kitlesinin belirlenmesi icin,
polimer c¢ozeltileri (10 mg polimer/mL LiCl sulu ¢6zeltisi) ile 10 kati hacimdeki matriks
cozeltis (2,5-dihidroksi benzoik asit (DHB) (20 mg/mL asetonitrilde) karigtirtlmustir. 1 pL

120



E. Catiker E. Cil T. Filik

MALDI 6rnegi alinarak 6rnek haznesine yerlestirilmig, kurutulmus ve analiz edilmistir. Azot
UV-lazer ile 337 nm de calisan Voyager-DE™ PRO MALDI-TOF kiitle spektrometresi
(Applied Biosystems, USA) ile analiz gergeklestirilmistir.

2.3. Polimerlerin Antibakteriyel Ozelliginin Arastirillmasi

Her bir polimer tlrdnin antibakteriyel aktivitelerinin incelenmesi icin polimerlerin suda
coziinmeyen kisimlarindan FTIR spektroskopisi pelet hazirlama teknigi ile peletler
hazirlanmigtir. Bu amagla Kirby-Bauer disk difiizyon metodu modifiye edilerek uygulanmistir
(Wiegand et al. 2008; Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) 2016). Toz
formundaki polimerler 10 mm’lik diskler haline getirilmistir. Tiim test suslar1 bir giin énce BHI
agarda (Merck, Millipore) 37°C’de aktiflestirilmistir. inkiibasyon periyodu sonunda herbir
bakteri aseptik kosullarda BHI broth igeren steril deney tiiplerine aktarilip tiipiin igerisindeki
bakteri yogunlugu McFarland densitometrisi kullanilarak 0.5 McFarlanda ayarlanmistir. Bu
islem sirasinda bakterilerin homojen dagilimindan emin olmak amaciyla ara ara kisa siireli
vorteksleme yapilmis sonra turbidite miktar1 kontrol edilmistir. Her bir sus siispansiyonundan
otomatik pipetle 100 pL alinip, bir giin 6énce hazirlanan 20 mL’lik steril katyon ayarli MHA
(Merck Millipore) besiyeri igeren 90 mm’lik steril petrilere aktarilmistir. Steril ekiivyon gubuk
ile bakterinin tiim besi yeri yiizeyine asilanmasi yayma plaka yontemiyle saglandiktan sonra
polimer diskleri petrilerin tam ortasina aseptik sekilde yerlestirilmistir. Petriler ters ¢evrilmeden
35-37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Yirmidort saat sonunda inhibisyon zon ¢aplari
dijital kumpasla ol¢iiliip kaydedilmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Poli-p-alanin, %14 suda ¢oziinen kisim, %86 suda ¢oziinmeyen kisim olacak sekilde %85
verimle elde edilmistir. Poli(a-metil-B-alanin), %8 suda ¢oziinen kisim % 92 suda ¢oziinmeyen
kisimdan olusarak %43 verimle Uretilmistir. Poli(B-metil-p-alanin), %12 suda ¢oziinen %88
suda ¢oziinmeyen kisimla %55 verimle elde edilmistir. Sentezlenen polimerlerin suda
¢Oziinmeyen kisimlart igin kaydedilen FTIR spektrumlart Sekil 3. de verilmistir. Spektrumlar
incelendiginde her ii¢ polimer i¢in de karakteristik amit pikleri gézlemlenmistir. 3290 cm™ de
keskin N-H gerilme, 1640 cm™ de C=0 asimetrik gerilme, 1540 cm™ civarinda N-H egilme
pikleri her ti¢ polimerde gozlenirken 2980 cm-1 de gbzlenen C-H gerilme pikleri beklendigi gibi
poli-B-alanin de zayif ve tek tip iken tiirevlerinde ilave metil grubundan kaynakli olarak daha

siddetli ve cesitlidir.
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3900

3600 3300 2000 2700

FTIR Measurement

2400 1850 1800 1650 1500

default?3 —|
default?2 —

R LY A defaulty —

1350 1200 1050 900 750

Sekil 3. Sentezlenen polimerlerin FTIR Spektrumlart yukaridan asagiya sirasiyla poli-p-alanin)
(kalin ve siyah), poli(a-metil-B-alanin) (mavi) ve poli(B-metil-B-alanin) (kirmizi)

Polimerlerin elementel analiz sonuglart Cizelge 1.’de gosterilmistir. Sonucglara gore her (g

polimerin deneysel ve teorik elementel bilesimi uyumlu olup ihmal edilebilecek farklarin iyi

nem ¢ekici olmalarindan kaynakli kristal sudan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

Cizelge 1. Elementel Analiz Sonuglari

Poli-p-alanin, % | poli(a-metil-B-alanin), % | poli(B-metil-B-alanin), %
Teorik C: 50.8 C: 564 C: 564

N: 19.7 N: 16.5 N: 16.5

H: 7.1 H: 83 H: 83
Deneysd | C:50.4 C:56.1 C: 56.2

N:19.3 N:16.3 N: 16.4

H:7.3 H:84 H:85

Sekil 4. de poli(B-alanin)’in "H-NMR spektrumu gosterilmistir. 2.24 ve 3.25 ppm de esit siddete

sahip pikler sirastyla karbonil ve amit grubuna komsu metilen hidrojenlerini belirtmektedir. 7.50

ppm de gorilen ve siddeti metilen protonlarinin yarisi olan tekli pik NH protonudur. Spektrum

formik asitte alindigindan 8.0 ppm civarinda ¢oziicii pikleri gézlenmistir.
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Sekil 4. Poli-B-alanin’in "H-NMR Spektrumu

Sekil 5.’de poli(a-metil-p-alanin)’in *"H-NMR spektrumu gosterilmistir. 1.10, 2.72 ve 3.39 ppm
de sirasiyla 3:1:2 siddetindeki pikler sirasiyla CHz, CH ve CH, hidrojenlerini gostermektedir.
7.67 ppm de goriilen tekli pik NH protonudur. Spektrum formik asitte alindigindan 8.0 ppm

civarinda ¢oziicii pikleri gdzlenmistir.
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Sekil 5. Poli(a-metil-B-alanin)’in *H-NMR Spektrumu

Sekil 6.” de poli(B-metil-p-alanin)’in "H-NMR spektrumu verilmistir. 0.88, 2.20 ve 4.01 ppm de
sirastyla 3:2:1 siddetindeki pikler sirasiyla CHs, CH, ve CH hidrojenlerini belirtmektedir. 7.43
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ppm de goriilen tekli pik NH protonudur. Spektrum formik asitte alindigindan 8.0 ppm

civarinda ¢oziicii pikleri gézlenmistir.
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Sekil 6. Poli(B-metil-p-alanin)’in 1H-NMR Spektrumu

Poli(B-alanin)‘in MALDI spektrumu dithranol matriksi kullanilarak elde edilmis ve Sekil 7.’de
verilmistir. Spektrumun 950-1550 Da arasinda genisletilmis hali de verilmistir. Pikler arasindaki
71 Da tekrarlanan birimin kiitlesine karsilik gelmektedir. Mol kitleleri (Mn, Mw, Mz) ve
heterojenlik indeksi (HI) sirastyla 2002, 2619, 3087, ve 1.31 olarak hesaplanmistir. Ana piklere
ek olarak 18 Da daha biiyiik pikler katyonize zincirlerdeki su pikleridir. Poli(a-metil-B-alanin)
ve poli(B-metil-B-alanin)‘e ait MALDI spektrumlari sirasiyla Sekil 8. ve Sekil 9.’da verilmistir.
Buiki polimerde DHB matriks kullanilmustir. Poli(a-metil-B-alanin) ve poli(B-metil-B-alanin)‘in
mol kiitleleri ve heterojenlik indeksleri (Py) sirasiyla (Mn=1875, Mw=2460, Mz=2929 ve
buy=1.31) ve Mn=1538, Mw=2128, Mz=2674 ve By=1.38) olarak bulunmustur. Her iki

polimer i¢in pikler arasindaki 85 Da tekrarlayan birim kiitlelerine denktir.
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Sekil 7. Poli(B-alanin)’in MALDI-MS Spektrumu
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Sekil 8. Poli(a-metil-B-alanin)’in MALDI-MS Spektrumu
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Sekil 9. Poli(B-metil-B-alanin)’in MALDI-MS Spektrumu

Sentezlenen poli-B-alanin, poli(a-metil-B-alanin) ve poli(B-metil-B-alanin) polimerlerinin
antimikrobiyal aktivitesine bakildiginda, sadece poli(a-metil-B-alanin) polimerinden elde edilen

diskin test bakterilerinden S. aureus bakteris Uzerinde 24.89 mm zon ¢api ile antimikrobiyal

etkisi oldugu goriilmiistiir (Sekil 10). Diger test mikroorganizmalari {izerinde herhangi bir etki

gozlenmemistir (Sekil 11).
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Sekil 10. 10 mm 100 mg Poli(a-metil-B-  Sekil 11. 10 mm 100 mg Poli(a-metil-f-

aanin) diskinin S. aureus bakterisi aanin) diskinin E. coli bakterisi ile
Uzerindeki antibakteriyel etkisi ve etkilesimi sonucu antibakteriyel etki
olusan inhibisyon zon ¢ap1 gozlenmemistir

Kimyasal yapilar ve mol kiitlelerindeki benzerlige ragmen sadece poli(a-metil-p-alanin)
polimerinin antibakteriyel etki gostermesi ilgi ¢ekicidir. Ayrica, antibakteriyel etki
gosteren polimerlerin genellikle katyonik karakter tagimasi goz oniine alindiginda nétral

karakterdeki bir polimerin bu etkisi gelecekteki ¢alismalar i¢in ilgi ¢ekicidir.
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