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0z

Bu ¢alismada; biyolojik fonksiyonlar: taklit edebilen veya etkileyen reseptorlerin tasarimi ve sentezi i¢in ¢ok
yonlii molekiiller olarak bilinen kaliksarenlerin suda ¢6ziiniir bir tiirevi sentezlenmistir. Sentezlenen siilfonato
kaliks[8]aren (sCLX8) tiirevinin yapis1i FT-IR ve 'H-NMR gibi spektroskopik yontemlerle aydinlatilmigtir.
Yapist aydinlatilan siilfonato kaliks[8]aren molekiiliintin B.subtilis gibi gram pozitif ve E.coli gibi gram negatif
ozellikteki bakteri hatlar1 lizerine disk difiizyon testi ile antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Yine fonksiyonel
hale getirilmis suda ¢o6ziiniir kaliksaren iskeletinin, makromolekiillere karsi baglanma davranigini gorebilmek
icin ¢ift zincirli DNA (dsDNA) ile olan muhtemel etkilesimi agaroz jel elektroforezi ve UV-Vis
spektrofotometresi ile ¢aligilmustir.

Anahtar kelimeler: Siilfonato kaliks[8]aren, DNA, Disk difiizyon, B. Subtilis, E. Coli

SYNTHESIS AND ANIMICROBIAL ACTIVITY OF WATER-SOLUBLE
SULFONATO CALIX[8]AREN BINDING WITH DNA

ABSTRACT

In this study; it was synthesized a water soluble calixarene derivative so-called as versatile molecules for the
design and synthesis of receptors having mimic properties or affect biological functions. The structure of the
synthesized sulfonato calix[8]arene (SCLX8) derivative was clarified by spectroscopic methods such as FT-IR
and 'H-NMR. Antibacterial activity of the sulfonate calix[8]arene molecule was investigated by disk diffusion
test on gram-positive and gram-negative bacterial lines such as B. subtilis and E. coli, respectively. Furthermore,
possible interaction between the double-stranded DNA (dsDNA) and calixarene was studied by agarose gel
electrophoresis and UV-Vis spectrophotometry in order to see the binding behavior of the functionalized water-
soluble calixarene skeleton toward macromolecules.

Keywords: Sulphonato calix [8] aren, DNA, Disc diffusion, B. Subtilis, E. Coli

1. GIRIS

Supramolekiiler kimya son yillarda olduk¢a onemli bir yere sahiptir, en az dokuz lyeli ve en az iig
heteroatomlu halkali bilesikler makrosiklik bilesik olarak kabul edilmektedir. Ornegin; tac eterler, kriptantlar,
siklofanlar ve dogal siklodekstrinler bu alanlarda yer almaktadir [1]. Son yillarda, tag eterler ve dogal bir glikoz
oligomeri olan siklodekstrinlerden sonra halkali yapida bir fenol-formaldehit oligomeri olan kaliksarenler ortaya
koyulmustur  [1]. Bu  bilesikler, diger makrosiklik bilesiklerden daha kolay sentezlenip
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fonksiyonlandirilabildiklerinden dolay1 supramolekiiler kimyada, makrosiklik bilesikler icerisinde en popiiler
bilesikler olarak tanimmmaktadirlar [2]. Ayrica tiirevlendirilebilen kaliksarenler, basta sensor, katalizor,
kromatografi, ¢oziiniirlilk ajani1 gibi birgok farkli alanda supramolekiiler platformlar olarak sentez ve
uygulamalarda yogun olarak kullanilmaktadir [3]. Reseptor 6zellik gosteren bu makromolekiiller farkli boyut ve
bosluk yapisi icermelerinden dolay1 ¢ok sayida ¢esitli konformasyonel izomerlere sahiptir [4]. Sahip olduklar1 bu
yapilardan dolay1r biyolojik bilesiklere karsi secici komplekslerin olusumu, diizenlenmesi ve 06zellikle
fonksiyonlandirilmas: gibi molekiillerin bazi uygulamalar1 bircok calismada yer almaktadir [5,6].
Biyomolekiillerin reseptdrii olarak suda ¢oziiniir kaliksarenlerin gelisimi, basta ila¢ ¢aligmalar1 olmak {izere,
biyolojik islemlerin ¢ogu sulu ortamda yer aldigindan, suda ¢oziinlir molekiillerin sentezi potansiyel tibbi
uygulamalar agisindan deger kazanmaktadir [7]. Cift zincirli DNA'ya baglanabilen ve yapisint modifiye edebilen
kaliksaren tasarimi, ilag gelisimi acisindan farmakolojik aragtirmalarda 6nemli derecede odak noktast olmaktadir
[8]. DNA sentezini durdurarak etki gosteren basta kanser olmak {izere bir¢ok hastaligin tedavisinde son
zamanlarda kullanilan ilaglarin ¢ogu hiicreye 6zgii degildir [8]. DNA sentezini durdurmak amacl caligilan
birgok ilag gibi biyoaktif molekiil kanser tedavisinde kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engellemek amacli
kullanilmaktadir [9]. Ornegin, cisplatin'in etkilesimi, kanser hiicre DNA’s1 ile kovalent ¢apraz bag olusumu ile
hastalarin kanserli hiicre DNA’smin yaklasik % 70-80 kadarinin sentezini durdurarak hastaligin tedavisi
saglanmaktadir [10]. Kanser i¢in yeni ilaglarin kesfedilmesi, yani hiicreye 0Ozgii ilag arastirmalarinin
hizlandirilmasi, DNA sarmalina ve sentezine etki edebilen yeni molekiillerin islevsellestirilmesi gerekmektedir
[8]. Son zamanlarda yapilan bir¢ok calismada metal yiiklii molekiiller ile dsDNA baglama calismalari
gozlemlenmistir, ancak antibakteriyel etkiye sahip suda ¢oziiniir bir molekiil olan siilfolu gruplar igeren
kaliksaren tiirevleri ile gergeklestirilen herhangi bir calismaya rastlanmamuistir.

Yukarida anlatilan literatiir bilgileri 1s1ginda; bu c¢alisma ile supramolekiiler kimyada 6nemli birmolekiil olan
kaliksaren yapist siilfonat gibi polar gruplar ile modifiye edilerek suda ¢oziiniir sSCLX[8] bilesigi sentezlenmis ve
bu bilesigin cisplatin gibi DNA’nin sentezini inhibe etmek iizere kanserli hiicre DNA’sina baglanma yetenegi
aragtirillmistir. Ayrica yine bu calisma da sentezlenen kaliksaren molekiiliiniin bazi se¢ilmis bakteri hatlari
lizerine antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.

Sekil 1. Siilfonatokaliks[8]aren sentezi. (i: paraformaldehit, 10N NaOH, Ksilen; ii: Konsantre H>SO4, 60 °C)

2. MATERYAL METOD
2. 1. Siilfonato kaliks[8]aren sentezi (SCLX8)

Siilfonato kaliks[8]aren sentezi Sekil 1’de gosterildigi sekli ile literatiirde mevcut olan ydntemin modifiye
edilmesiyle ger¢eklestirildi [11]. 1.0 g p-tert-butil-kaliks[8]aren 10mL konsantre H>SO, ile 60 °C ‘de 4 saat tiim
maddeler ¢oziinene kadar karistirildi. Reaksiyona 20mL doymus NaCl ¢ozeltisi eklendi, karisim kaynatilincaya
kadar karistirildi ve oda sicakliginda sogumasia izin verildi. Olusan kristaller siiziilerek toplandi ve su ile
kristallendirilerek % 70 verim ile saf iiriin elde edildi. Yapilan *H NMR analizi ile sentezlenen molekiiliin
yapisinin literatiirde mevcut olan analitik sonuglar ile benzer oldugu goriildi.

2.2. Biyolojik uygulamalar
2.2.1. DNA baglanma ¢alismalari

DNA baglanma deneyleri, suda ¢oztiniir sCLX[8] bilesigi, ¢ift zincirli DNA molekiiliniin 50 mM Tris-HCI /
NaCl tamponunda (pH 7.2) hazirlanmis ¢ozeltisine 1 mM sekilde eklendi ve karisim 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. dsDNA ve sCLX[8] iceren ¢ozeltilerin absorbsiyon spektrumlari, 260 nm ve 450 nm dalga
boyunda belirli zamanlarda 6l¢ltimler alinarak DNA baglanma caligmalar1 fotometrik olarak incelendi [12].
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2.2.2. Agaroz-jel elektroforezinin uygulanmasi

Elektroforez; boyut, yiik veya konformasyon bakimindan farkli makromolekiilleri (6zellikle proteinleri ve
niikleik asitleri) ayirmak ve bazen saflagtirmak icin kullanilan bir tekniktir (Nimse ve Kim, 2013). dsDNA'nin
sCLX[8] ile etkilesimi sonucu tampon icerisindeki DNA miktarlar1 agaroz-jel elektroforezi vasitasiyla
izlenebilir. Elektroforez negatif yiiklii dSDNA'y1 pozitif elektrota dogru hareket ettirmek igin bir elektrik alan
kullanmaktadir [13]. dsDNA'nin sCLX[8] ile etkilesimi sonucu belirli zaman araliklarinda alinan dsDNA
miktarma bagli olarak bant yogunlugu ile gézlenmesi, agaroz jel elektroforezi ile saglandi. Jel elektroforezi
deneyleri, 50 mM Tris-HC1 / NaCl tamponu (pH 7.2) i¢inde farkli konsantrasyonlarda dsDNA igeren tamponlar
kuyucuklara yiiklenecek 6rnekler seklinde hazirlandi. Tiim numuneler 1 saat 37 °C'de inkiibe edildi, ardindan
%25 bromofenol mavisi, %0.25 ksilensiyanol, %30 gliserol igeren yiikleme tamponu ilave edildi. Tiim 6rnekler
yiikleme tanki igerisinde bulunan % 4’lik agaroz jele yiiklendi. Ornekler, TBE tamponu (50mMTris, 50mM
HsB0s3, 1 mM-EDTA, pH 7.2) iginde 1 saat boyunca 80V'da yiiriitiildii. Ortaya ¢ikan bantlar UV 15181 ile
gorsellestirilerek fotograflandi [12].

2.3. Antimikrobiyal test

Antimikrobiyal test yonteminde, antibiyotige duyarliligin saptanmasinda ucuz ve uygulamasi basit oldugundan
genelde kullanilan yontemlerden biri disk difiizyon testleridir [14]. Bu testler, kagit disklere emdirilen
antibiyotigin, duyarhiligi arastirilan organizmanin ekildigi besiyerine difiize olmasi ve olusan zonlar ile
degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir (Karakus, 2016). Bu yontemde, incelenecek olan gram negatif 6zellik
gosteren E. Coli bakteri hattimiz, LB (LB-Broth Miller) sivi besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibe edilerek
biiyiitiildii. Inkiibasyon sonrasi biiyiiyen bakterilerin tespiti, besiyerinin bulamkligindan ve spektrofotometre ile
gerceklestirildi. sCLX[8] molekiilii iceren diskler, kat1 LB besiyeri igeren petrilere sivi besiyerinden bakteri
ekimi yapilmasi ardindan petriye uygun sekilde yerlestirildi. Bir gece 37°C’de petriler inkiibe edildi ve
inkiibasyon sonrasi elde edilen zonlar ile antimikrobiyal etkiler gézlendi [15]. Diger incelenecek olan gram
pozitif 6zellikteki B. Subtilis hattimiz ise, NB (NutrientBroth ) sivi besiyerine ekilerek 30°C’de bir gece inkiibe
edildi ve spektrofotmetre ile dlgiilerek OD degeri 0,6 olarak tespit edildi. Uremis olan bakterilerimiz NB kat1
besiyerine ekildi ve tizerine sCLX[8] igeren diskler yerlestirildi. 30°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra elde
edilen zonlarin ¢api ile bakteri duyarliliklari belirlendi [16-17].

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Siilfonatokaliks[8]aren sentezi

Suda ¢oziiniir siilfonat gruplari tasiyan kaliksaren molekiilii literatiire uygun sekilde sentezlemistir. Yapilan
spekroskopik analizlerde sentezin basariyla gerceklestirildigi goriildii. Ozellikle ¢ikis maddesi olarak kullanilan
p-tert-butil-kaliks[8]aren bilesigine ait olan ve yaklasik olarak 1.26 ppm civarinda singlet olarak goriilen ve
tersiyer biitil gruplarina ait sinyal, siilfolama isleminden sonra yeni sentezlenen siilfonato kaliks[8]aren (sCLXS)
bilesigine ait 'H NMR spektrumunda 1.2-1.3 ppm civarinda gozlemlenmemistir. Bu durum kaliksaren
iskeletinden ayrilan tersiyer biitil gruplar1 yerine gegen siilfonato gruplarindan dolay1 olup sentezin basarili bir
sekilde gerceklestigini ispatlamaktadir. Yine ¢ikis maddemizin kloroform gibi organik ¢dziiclide ¢oziinmesi ve
NMR verisinin CDCl; i¢inde alinmasi ancak ayn1 molekiiliin siilfo gruplari ile modifiye edildikten sonra D,O da
NMR verilerinin elde edilmesi de bu modifikasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini gdstermistir.

3.2. DNA baglanma ¢alismalari

Suda ¢ozlinlir sCLX[8]'nin dsDNA helezonuna baglanmasi absorbans ve dalga boyundaki degisimler ve
agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilerek incelenmistir.

Sentezlenen sCLX[8]’in dsDNA'ya baglanma kabiliyeti, 260 nm ile 280 nm arasindaki dalga boylarinda
tarama yapilarak alinan absorbans degerleri kullanilarak UV spektrofotometresi 6l¢iim sonuglari ile karakterize
edilmistir. Sekil 3’de de goriildiigii lizere 260 nm ve 280 nm absorbans degerlerinde dsDNA ve sCLX[8]
konsantrasyon Ol¢iimleri saglanmis, ve bu Olgiimler belirli zaman araliklarinda iki molekiiliinde belirlenen
absorbans degerlerinde olusan azalmayr gostermistir. Bu sonuglar dogrultusunda dsDNA ve sCLX][8]
miktarlarindaki azalmalar iki molekiiliin zamanla etkilesimini ispatlamaktadir.
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Sekil 2. p-tert-butil-kaliks[8]aren ve siilfonato kaliks[8]aren (sCLX8) bilesiklerine ait 'H NMR spektrumlari.
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Sekil 3. Belirli zaman (1- 10 saat) araliklarindaki UV 6l¢iimii.

Elektroforez yontemi ile eger DNA’lar saglam ve kirilmamus ise elektroforetik ortamda drnekler tek bir yiik ve
molekiil agirhigima sahip olacaklarindan gd¢ hareketleri beraber gerceklesecektir. Ancak yogunluk farkindan
dolayt DNA bantlar1 keskin bir yapidan daha silik yapilara dogru agilan goriintiiler olusturacaktir (Feng ve ark.,
2016). Siiper-sarmal yapidaki DNA ile etkilesmede indirgeyici ajan olarak sCLX[8] ilave edildikten sonra belli
zaman araliklarinda ortamda bulunan dsDNA miktar1 elektroforez yontemiyle kuyucuklara yapilan yiikleme
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sonucu bant yogunlugu ile degerlendirilmistir. Sekil 4’°de de gozlendigi ilizere bant kalinliklart dsDNA
yogunlugunu ifade edeceginden, zamanla sCLX[8] molekiilii dSDNA yapisina baglandigi i¢in azalmaya sebep
olmustur. Gézlemlenen bant yogunlugu ayni zamanda ortamda bulunan dsDNA miktarimi digiirmiistiir. dSsSDNA
miktarindaki bu disiis, siilfo gibi DNA ile gii¢lii hidrofilik etkilesime girebilecek gruplari igeren sCLX][8]
molekiillerinin dsDNA zinciri ile etkilesmesinden kaynaklanmaktadir (Srinivasan ve ark., 2005). Her bir
elektroforez kuyucugunda farkli yogunlukta dsDNA molekiilii bulundurulmus ve ortamda kaliksaren miktari
arttigl stirece dsDNA yogunlugu azalmistir. Bu durum g¢ogalmasi istenmeyen dsDNA yapilarinin bulundugu
ortama sCLX[8] molekiilii eklenmesi ile saglanmistir.

Sekil 4. Zamana bagli dsDNA ile sCLX][8] etkilesimini gosteren jel goriintiisii. (a) 0. saat; (b) 1. saat; (c) 3. saat

Yapilan disk difiizyon testinde bir gece gram negatif ve gram pozitif bakteriler ile muamele edilen SCLX[8]
emdirilmis diskler degerlendirilmistir. Olusan zonlardan, dsDNA baglama 6zelligine sahip olan kaliksaren
molekiiliiniin ayn1 zamanda antibakteriyel 6zellige sahip oldugu agik bir sekilde goriilmektedir (Sekil 5). Gram
negatif Ozellik gosteren E. coli bakteri hattimiz 24 mm uzunlugunda ¢ap olusturarak diren¢ saglarken, gram
pozitif 6zellik tagiyan B. subtilis bakterimiz 22 mm ¢apinda zonlar olusturarak bakteri direnci saglamustir.

Sekil 5. Antimikrobiyal test. (a) E. coli bakteri ekimi yapil kiiltiire ¢6ziicii emdirilmis disk uygulanmis petri, (b)
E. coli ekimi yapili kiiltiire sSCLX[8] emdirilmis disk uygulanmus petri, . (¢)B. subtilis bakteri ekimi yap1l kiiltiire
¢oziici emdirilmis disk uygulanmig petri, (d) B. subtilis ekimi yapili kiiltire sCLX[8] emdirilmis disk
uygulanmis petri.

4. SONUCLAR

Sonug olarak, antibiyotik direnci gerek toplum gerekse hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde sorun
olusturan ve giderek biiyliyen bir engel olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yeni antibakteriyal ilaglarin klinik
tedaviye girmesi; kagmilmaz olarak bunlara direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ile sonlanmaktadir.
Direng nedeniyle tedavi basarisizliklarinin en aza indirgenmesi, ancak yeni tip ilaclar ile duyarlilik testlerinin
diizgiin yapilmasi sonucu veya kullanilan ilaglarin tiirevlendirilmesiyle saglanmaktadir. Antibakteriyel 6zellik
gostermesi yan etki olarak antibiyotik uygulamasindan kagilmasimi saglayacak birgok ilag olmak {izere
calismamiz dogrultusunda dsDNA baglanmasini saglayan molekiiliimiiz, dSDNA sentezine engel olacagindan
otiirti kanser tedavi uygulamalarinda destek olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir.
Kanser terapi ilaci olarak kullanilan birgok molekiil yapisiyla benzer yapiya sahip sCLX[8] molekiilii dsDNA ile
verdigi niikleaz etkilesimi sonuglari bu ¢alisma ile net olarak ortaya konulmustur. Sentezlenen suda ¢oziiniir bu
kompleks molekiiliin antibakteriyel 6zellik tasimas: ve dsDNA’ya baglanma ilgisinden dolay: kanser tedavisi
basta olmak iizere birgok biyomedikal alanda kullanim imkani bulacaktir. Yine suda ¢6ziinir kaliksaren
tirevlerinin gerek modifikasyonu ile gerekse kanser tedavisinde kullanilabilen bir¢ok ilag molekiilii ile kovalent
veya non-kovalent komplekslesmeler yaparak, yeni bir ila¢ formiilasyonu iizerinden kanserli hiicre DNA’s1 ile
etkileserck tedavide bir etken madde olabilecegi diisiiniilmektedir.
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