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ÖZ 
 

   Bu çalışmada; biyolojik fonksiyonları taklit edebilen veya etkileyen reseptörlerin tasarımı ve sentezi için çok 

yönlü moleküller olarak bilinen kaliksarenlerin suda çözünür bir türevi sentezlenmiştir. Sentezlenen sülfonato 

kaliks[8]aren (sCLX8) türevinin yapısı FT-IR ve 1H-NMR gibi spektroskopik yöntemlerle aydınlatılmıştır. 

Yapısı aydınlatılan sülfonato kaliks[8]aren molekülünün B.subtilis gibi gram pozitif ve E.coli gibi gram negatif 

özellikteki bakteri hatları üzerine disk difüzyon testi ile antibakteriyel aktivitesi incelenmiştir. Yine fonksiyonel 

hale getirilmiş suda çözünür kaliksaren iskeletinin, makromoleküllere karşı bağlanma davranışını görebilmek 

için çift zincirli DNA (dsDNA) ile olan muhtemel etkileşimi agaroz jel elektroforezi ve UV-Vis 

spektrofotometresi ile çalışılmıştır. 

 

   Anahtar kelimeler: Sülfonato kaliks[8]aren, DNA, Disk difüzyon, 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 1H-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. GİRİŞ 
 

   Supramoleküler kimya son yıllarda oldukça önemli bir yere sahiptir, en az dokuz üyeli ve en az üç 

heteroatomlu halkalı bileşikler makrosiklik bileşik olarak kabul edilmektedir. Örneğin; taç eterler, kriptantlar, 

siklofanlar ve doğal siklodekstrinler bu alanlarda yer almaktadır [1]. Son yıllarda, taç eterler ve doğal bir glikoz 

oligomeri olan siklodekstrinlerden sonra halkalı yapıda bir fenol-formaldehit oligomeri olan kaliksarenler ortaya 

koyulmuştur [1]. Bu bileşikler, diğer makrosiklik bileşiklerden daha kolay sentezlenip 
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fonksiyonlandırılabildiklerinden dolayı supramoleküler kimyada, makrosiklik bileşikler içerisinde en popüler 

bileşikler olarak tanınmaktadırlar [2]. Ayrıca türevlendirilebilen kaliksarenler, başta sensör, katalizör, 

kromatoğrafi, çözünürlük ajanı gibi birçok farklı alanda supramoleküler platformlar olarak sentez ve 

uygulamalarda yoğun olarak kullanılmaktadır [3]. Reseptör özellik gösteren bu makromoleküller farklı boyut ve 

boşluk yapısı içermelerinden dolayı çok sayıda çeşitli konformasyonel izomerlere sahiptir [4]. Sahip oldukları bu 

yapılardan dolayı biyolojik bileşiklere karşı seçici komplekslerin oluşumu, düzenlenmesi ve özellikle 

fonksiyonlandırılması gibi moleküllerin bazı uygulamaları birçok çalışmada yer almaktadır [5,6]. 

Biyomoleküllerin reseptörü olarak suda çözünür kaliksarenlerin gelişimi, başta ilaç çalışmaları olmak üzere, 

biyolojik işlemlerin çoğu sulu ortamda yer aldığından, suda çözünür moleküllerin sentezi potansiyel tıbbi 

uygulamalar açısından değer kazanmaktadır [7]. Çift zincirli DNA'ya bağlanabilen ve yapısını modifiye edebilen 

kaliksaren tasarımı, ilaç gelişimi açısından farmakolojik araştırmalarda önemli derecede odak noktası olmaktadır 

[8]. DNA sentezini durdurarak etki gösteren başta kanser olmak üzere birçok hastalığın tedavisinde son 

zamanlarda kullanılan ilaçların çoğu hücreye özgü değildir [8]. DNA sentezini durdurmak amaçlı çalışılan 

birçok ilaç gibi biyoaktif molekül kanser tedavisinde kanserli hücrelerin çoğalmasını engellemek amaçlı 

kullanılmaktadır [9]. Örneğin, cisplatin'in etkileşimi, kanser hücre DNA’sı ile kovalent çapraz bağ oluşumu ile 

hastaların kanserli hücre DNA’sının yaklaşık % 70-80 kadarının sentezini durdurarak hastalığın tedavisi 

sağlanmaktadır [10]. Kanser için yeni ilaçların keşfedilmesi, yani hücreye özgü ilaç araştırmalarının 

hızlandırılması, DNA sarmalına ve sentezine etki edebilen yeni moleküllerin işlevselleştirilmesi gerekmektedir 

[8]. Son zamanlarda yapılan birçok çalışmada metal yüklü moleküller ile dsDNA bağlama çalışmaları 

gözlemlenmiştir, ancak antibakteriyel etkiye sahip suda çözünür bir molekül olan sülfolu gruplar içeren 

kaliksaren türevleri ile gerçekleştirilen herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır.  

   Yukarıda anlatılan literatür bilgileri ışığında; bu çalışma ile supramoleküler kimyada önemli birmolekül olan 

kaliksaren yapısı sülfonat gibi polar gruplar ile modifiye edilerek suda çözünür sCLX[8] bileşiği sentezlenmiş ve 

bu bileşiğin cisplatin gibi DNA’nın sentezini inhibe etmek üzere kanserli hücre DNA’sına bağlanma yeteneği 

araştırılmıştır. Ayrıca yine bu çalışma da sentezlenen kaliksaren molekülünün bazı seçilmiş bakteri hatları 

üzerine antimikrobiyal aktivitesi incelenmiştir.  

 

 

Şekil 1. Sülfonatokaliks[8]aren sentezi. (i: paraformaldehit, 10N NaOH, Ksilen; ii: Konsantre H2SO4, 60 °C) 

 

 

2. MATERYAL METOD 

2. 1. Sülfonato kaliks[8]aren sentezi (sCLX8) 

   Sülfonato kaliks[8]aren sentezi Şekil 1’de gösterildiği şekli ile literatürde mevcut olan yöntemin modifiye 

edilmesiyle gerçekleştirildi [11]. 1.0 g p-tert-butil-kaliks[8]aren 10mL konsantre H2SO4 ile 60 °C ‘de 4 saat tüm 

maddeler çözünene kadar karıştırıldı. Reaksiyona 20mL doymuş NaCI çözeltisi eklendi, karışım kaynatılıncaya 

kadar karıştırıldı ve oda sıcaklığında soğumasına izin verildi. Oluşan kristaller süzülerek toplandı ve su ile 

kristallendirilerek % 70 verim ile saf ürün elde edildi. Yapılan 1H NMR analizi ile sentezlenen molekülün 

yapısının literatürde mevcut olan analitik sonuçlar ile benzer olduğu görüldü. 

2.2. Biyolojik uygulamalar 

2.2.1. DNA bağlanma çalışmaları 

   DNA bağlanma deneyleri, suda çözünür sCLX[8] bileşiği, çift zincirli DNA molekülünün 50 mM Tris-HCl / 

NaCl tamponunda (pH 7.2) hazırlanmış çözeltisine 1 mM şekilde eklendi ve karışım 5 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edildi. dsDNA ve sCLX[8] içeren çözeltilerin absorbsiyon spektrumları, 260 nm ve 450 nm dalga 

boyunda belirli zamanlarda ölçümler alınarak DNA bağlanma çalışmaları fotometrik olarak incelendi [12]. 
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2.2.2. Agaroz-jel elektroforezinin uygulanması 

   Elektroforez; boyut, yük veya konformasyon bakımından farklı makromolekülleri (özellikle proteinleri ve 

nükleik asitleri) ayırmak ve bazen saflaştırmak için kullanılan bir tekniktir (Nimse ve Kim, 2013). dsDNA'nın 

sCLX[8] ile etkileşimi sonucu tampon içerisindeki DNA miktarları agaroz-jel elektroforezi vasıtasıyla 

izlenebilir. Elektroforez negatif yüklü dsDNA'yı pozitif elektrota doğru hareket ettirmek için bir elektrik alan 

kullanmaktadır [13]. dsDNA'nın sCLX[8] ile etkileşimi sonucu belirli zaman aralıklarında alınan dsDNA 

miktarına bağlı olarak bant yoğunluğu ile gözlenmesi, agaroz jel elektroforezi ile sağlandı. Jel elektroforezi 

deneyleri, 50 mM Tris-HC1 / NaCl tamponu (pH 7.2) içinde farklı konsantrasyonlarda dsDNA içeren tamponlar 

kuyucuklara yüklenecek örnekler şeklinde hazırlandı. Tüm numuneler 1 saat 37 °C'de inkübe edildi, ardından 

%25 bromofenol mavisi, %0.25 ksilensiyanol,  %30 gliserol içeren yükleme tamponu ilave edildi. Tüm örnekler 

yükleme tankı içerisinde bulunan % 4’lik agaroz jele yüklendi. Örnekler, TBE tamponu (50mMTris, 50mM 

H3B03, 1 mM-EDTA, pH 7.2) içinde 1 saat boyunca 80V'da yürütüldü. Ortaya çıkan bantlar UV ışığı ile 

görselleştirilerek fotoğraflandı [12]. 

2.3. Antimikrobiyal test 

   Antimikrobiyal test yönteminde, antibiyotiğe duyarlılığın saptanmasında ucuz ve uygulaması basit olduğundan 

genelde kullanılan yöntemlerden biri disk difüzyon testleridir [14]. Bu testler, kağıt disklere emdirilen 

antibiyotiğin, duyarlılığı araştırılan organizmanın ekildiği besiyerine difüze olması ve oluşan zonlar ile 

değerlendirilmesi temeline dayanmaktadır (Karakuş, 2016). Bu yöntemde, incelenecek olan gram negatif özellik 

gösteren E. Coli bakteri hattımız, LB (LB-Broth Miller) sıvı besiyerinde 37°C’de bir gece inkübe edilerek 

büyütüldü. İnkübasyon sonrası büyüyen bakterilerin tespiti, besiyerinin bulanıklığından ve spektrofotometre ile 

gerçekleştirildi. sCLX[8] molekülü içeren diskler, katı LB besiyeri içeren petrilere sıvı besiyerinden bakteri 

ekimi yapılması ardından petriye uygun şekilde yerleştirildi. Bir gece 37°C’de petriler inkübe edildi ve 

inkübasyon sonrası elde edilen zonlar ile antimikrobiyal etkiler gözlendi [15]. Diğer incelenecek olan gram 

pozitif özellikteki B. Subtilis hattımız ise, NB (NutrientBroth ) sıvı besiyerine ekilerek 30°C’de bir gece inkübe 

edildi ve spektrofotmetre ile ölçülerek OD değeri 0,6 olarak tespit edildi. Üremiş olan bakterilerimiz NB katı 

besiyerine ekildi ve üzerine sCLX[8] içeren diskler yerleştirildi. 30°C’de bir gece inkübe edildikten sonra elde 

edilen zonların çapı ile bakteri duyarlılıkları belirlendi [16-17]. 

 

 

3. BULGULAR VE TARTIŞMA 
 

   3.1. Sülfonatokaliks[8]aren sentezi 

   Suda çözünür sülfonat grupları taşıyan kaliksaren molekülü literatüre uygun şekilde sentezlemiştir. Yapılan 

spekroskopik analizlerde sentezin başarıyla gerçekleştirildiği görüldü. Özellikle çıkış maddesi olarak kullanılan 

p-tert-butil-kaliks[8]aren bileşiğine ait olan ve yaklaşık olarak 1.26 ppm civarında singlet olarak görülen ve 

tersiyer bütil gruplarına ait sinyal, sülfolama işleminden sonra yeni sentezlenen sülfonato kaliks[8]aren (sCLX8) 

bileşiğine ait 1H NMR spektrumunda 1.2-1.3 ppm civarında gözlemlenmemiştir. Bu durum kaliksaren 

iskeletinden ayrılan tersiyer bütil grupları yerine geçen sülfonato gruplarından dolayı olup sentezin başarılı bir 

şekilde gerçekleştiğini ispatlamaktadır. Yine çıkış maddemizin kloroform gibi organik çözücüde çözünmesi ve 

NMR verisinin CDCl3 içinde alınması ancak aynı molekülün sülfo grupları ile modifiye edildikten sonra D2O da 

NMR verilerinin elde edilmesi de bu modifikasyonun başarılı bir şekilde gerçekleştiğini göstermiştir. 

3.2. DNA bağlanma çalışmaları 

   Suda çözünür sCLX[8]’nin dsDNA helezonuna bağlanması absorbans ve dalga boyundaki değişimler ve 

agaroz jel elektroforezi ile yürütülerek incelenmiştir.  

   Sentezlenen sCLX[8]’in dsDNA'ya bağlanma kabiliyeti, 260 nm ile 280 nm arasındaki dalga boylarında 

tarama yapılarak alınan absorbans değerleri kullanılarak UV spektrofotometresi ölçüm sonuçları ile karakterize 

edilmiştir. Şekil 3’de de görüldüğü üzere 260 nm ve 280 nm absorbans değerlerinde dsDNA ve sCLX[8] 

konsantrasyon ölçümleri sağlanmış, ve bu ölçümler belirli zaman aralıklarında iki molekülünde belirlenen 

absorbans değerlerinde oluşan azalmayı göstermiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda dsDNA ve sCLX[8] 

miktarlarındaki azalmalar iki molekülün zamanla etkileşimini ispatlamaktadır. 
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Şekil 2. p-tert-butil-kaliks[8]aren ve sülfonato kaliks[8]aren (sCLX8) bileşiklerine ait 1H NMR spektrumları. 

      

 

Şekil 3. Belirli zaman (1- 10 saat) aralıklarındaki UV ölçümü.  

   Elektroforez yöntemi ile eğer DNA’lar sağlam ve kırılmamış ise elektroforetik ortamda örnekler tek bir yük ve 

molekül ağırlığına sahip olacaklarından göç hareketleri beraber gerçekleşecektir. Ancak yoğunluk farkından 

dolayı DNA bantları keskin bir yapıdan daha silik yapılara doğru açılan görüntüler oluşturacaktır (Feng ve ark., 

2016). Süper-sarmal yapıdaki DNA ile etkileşmede indirgeyici ajan olarak sCLX[8] ilave edildikten sonra belli 

zaman aralıklarında ortamda bulunan dsDNA miktarı elektroforez yöntemiyle kuyucuklara yapılan yükleme 
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sonucu bant yoğunluğu ile değerlendirilmiştir. Şekil 4’de de gözlendiği üzere bant kalınlıkları dsDNA 

yoğunluğunu ifade edeceğinden, zamanla sCLX[8] molekülü dsDNA yapısına bağlandığı için azalmaya sebep 

olmuştur. Gözlemlenen bant yoğunluğu aynı zamanda ortamda bulunan dsDNA miktarını düşürmüştür. dsDNA 

miktarındaki bu düşüş, sülfo gibi DNA ile güçlü hidrofilik etkileşime girebilecek grupları içeren sCLX[8] 

moleküllerinin dsDNA zinciri ile etkileşmesinden kaynaklanmaktadır (Srinivasan ve ark., 2005). Her bir 

elektroforez kuyucuğunda farklı yoğunlukta dsDNA molekülü bulundurulmuş ve ortamda kaliksaren miktarı 

arttığı sürece dsDNA yoğunluğu azalmıştır. Bu durum çoğalması istenmeyen dsDNA yapılarının bulunduğu 

ortama sCLX[8] molekülü eklenmesi ile sağlanmıştır. 

 

Şekil 4. Zamana bağlı dsDNA ile sCLX[8] etkileşimini gösteren jel görüntüsü. (a) 0. saat; (b) 1. saat; (c) 3. saat 

   Yapılan disk difüzyon testinde bir gece gram negatif ve gram pozitif bakteriler ile muamele edilen sCLX[8] 

emdirilmiş diskler değerlendirilmiştir. Oluşan zonlardan, dsDNA bağlama özelliğine sahip olan kaliksaren 

molekülünün aynı zamanda antibakteriyel özelliğe sahip olduğu açık bir şekilde görülmektedir (Şekil 5). Gram 

negatif özellik gösteren E. coli bakteri hattımız 24 mm uzunluğunda çap oluşturarak direnç sağlarken, gram 

pozitif özellik taşıyan B. subtilis bakterimiz 22 mm çapında zonlar oluşturarak bakteri direnci sağlamıştır. 

 

Şekil 5. Antimikrobiyal test. (a) E. coli bakteri ekimi yapılı kültüre çözücü emdirilmiş disk uygulanmış petri, (b)        

E. coli ekimi yapılı kültüre sCLX[8] emdirilmiş disk uygulanmış petri, . (c)B. subtilis bakteri ekimi yapılı kültüre 

çözücü emdirilmiş disk uygulanmış petri, (d) B. subtilis ekimi yapılı kültüre sCLX[8] emdirilmiş disk 

uygulanmış petri. 

 

 

4. SONUÇLAR 
 
   Sonuç olarak, antibiyotik direnci gerek toplum gerekse hastane kökenli enfeksiyonların tedavisinde sorun 

oluşturan ve giderek büyüyen bir engel olarak karşımıza çıkmaktadır. Yeni antibakteriyal ilaçların klinik 

tedaviye girmesi; kaçınılmaz olarak bunlara dirençli mikroorganizmaların ortaya çıkması ile sonlanmaktadır. 

Direnç nedeniyle tedavi başarısızlıklarının en aza indirgenmesi, ancak yeni tip ilaçlar ile duyarlılık testlerinin 

düzgün yapılması sonucu veya kullanılan ilaçların türevlendirilmesiyle sağlanmaktadır. Antibakteriyel özellik 

göstermesi yan etki olarak antibiyotik uygulamasından kaçılmasını sağlayacak birçok ilaç olmak üzere 

çalışmamız doğrultusunda dsDNA bağlanmasını sağlayan molekülümüz, dsDNA sentezine engel olacağından 

ötürü kanser tedavi uygulamalarında destek olarak kullanılabilme potansiyeline sahip olduğu görülmektedir. 

Kanser terapi ilacı olarak kullanılan birçok molekül yapısıyla benzer yapıya sahip sCLX[8] molekülü dsDNA ile 

verdiği nükleaz etkileşimi sonuçları bu çalışma ile net olarak ortaya konulmuştur. Sentezlenen suda çözünür bu 

kompleks molekülün antibakteriyel özellik taşıması ve dsDNA’ya bağlanma ilgisinden dolayı kanser tedavisi 

başta olmak üzere birçok biyomedikal alanda kullanım imkanı bulacaktır. Yine suda çözünür kaliksaren 

türevlerinin gerek modifikasyonu ile gerekse kanser tedavisinde kullanılabilen birçok ilaç molekülü ile kovalent 

veya non-kovalent kompleksleşmeler yaparak, yeni bir ilaç formülasyonu üzerinden kanserli hücre DNA’sı ile 

etkileşerek tedavide bir etken madde olabileceği düşünülmektedir. 
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