FENOLIK OKSIiJENLERDEN TETRA
FONKSiYONLANDIRILAN
P-TER-BUTILKALIKS[4]ARENLERIN
ANTIMIKROBIYAL
OZELLIKLERININ iINCELENMESi

YUKSEK LiSANS TEZi
Nazmiye CAMLI

Danigman
Prof. Dr. Giilderen UYSAL AKKUS

KIMYA ANABILIM DALI
Eylil, 2019



AFYON KOCATEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

FENOLIK OKSIJENLERDEN TETRA
FONKSIiYONLANDIRILAN P-TER-BUTILKALIKS[4]
ARENLERIN ANTIMIiKROBIYAL OZELLIKLERININ
INCELENMESI

Nazmiye CAMLI

Danmisman

Prof. Dr. Giilderen UYSAL AKKUS

KIMYA ANABILIM DALI

Eyliil, 2019



TEZ ONAY SAYFASI

Nazmiye CAMLI tarafindan  hazirlanan  “Fenolik  Oksijenlerden  Tetra
Fonksiyonlandirilan p-zer-biitilkaliks[4]arenlerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin
Incelenmesi” adli tez galismasi lisansiistii egitim ve Ggretim yonetmeliginin ilgili
maddeleri uyarinca 02/09/2019 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile
Afyon Kocatepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dal’ nda

YUKSEK LiSANS TEZI olarak kabul edilmistir.
Danmisman  : Prof. Dr. Giilderen Uysal AKKUS

Baskan : Prof. Dr. Giilderen Uysal AKKUS
Afyon Kocatepe Univ., Fen Edebiyat Fak.

Uye : Dog. Dr. Lagine AKSOY
Afyon Kocatepe Univ., Fen Edebiyat Fak. W

Uye : Dog. Dr. Sevim Feyza ERDOGMUS
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Univ.,
Suhut Saglik Hizmetleri M.Y.O. 4

Afyon Kocatepe Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun

Prof. Dr. Ibrahim EROL

Enstitii Miidiirii




BILIMSEL ETIK BILDIRIM SAYFASI

Afyon Kocatepe Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigim

bu tez cahiymasinda;

- Tez igindeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde
ettigimi,

- Gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,

- Bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

- Atifta bulundugum eserlerin timunt kaynak olarak gosterdigimi,

- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- Ve bu tezin herhangi bir bolumiini bu tiniversite veya baska bir tiniversitede

baska bir tez ¢alismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

02/09/2019

Nazmiye CAMLI



OZET
Yiksek Lisans Tezi

FENOLIK OKSIJENLERDEN TETRA
FONKSIYONLANDIRILAN P-TER-BUTILKALIKS[4]ARENLERIN
ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ INCELENMESI

Nazmiye CAMLI
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Giilderen UYSAL AKKUS

Bu c¢alisma 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren  (1);
5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bisbenziloksi-26,28-dihidroksikaliks[4]aren (2);
5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-diasetoniloksikaliks[4]aren  (3);
5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-karbonilmetoksikaliks[4]aren (4);
5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis-(4-nitrobenziloksi)-26,28-dibenziloksikaliks[4]aren

(5); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis-(4-aminobenziloksi)-26,28-
dibenziloksikaliks[4]aren (6) bilesiklerinin sentezlenmesi ve bu bilesiklerin biyolojik

aktivite caligmalarini igermektedir.

Sentez c¢alismalarinda, literatiirde belirtilen metotlara gore baslangic maddesi olarak
kullanilan 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren (1) bilesigi

sentezlendi.

Sonrasinda yine literatiirde belirtilen metotlara gore sirasiyla 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-
25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren (2); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-
bisbenziloksi-  26,28-dihidroksikaliks[4]aren (2); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-
bis(benziloksi)-26,28-diasetoniloksikaliks[4]aren (3); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-
bis(benziloksi)-26,28-karbonil metoksi kaliks[4]aren (4); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,



27-bis-(4-nitrobenziloksi)-26,28-dibenziloksikaliks[4]aren  (5); 5,11,17,23-tetra-ter-
biitil-25,27-bis-(4-aminobenziloksi)-26,28-dibenziloksi kaliks[4]aren (6) sentezlendi.

Sentezlenen bilesiklerin (1,2,3,4,5,6) antimikrobiyal aktivitelerini incelemek igin
Staphylococus aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia
coli ATCC 35218, Bacillus subtilis, Candida glabrata test mikroorganizmalar1 olarak
kullanildi. Inceleme sonucunda en fazla antimikrobiyal etki 3, 4 ve 5’ te Staphylococus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
35218, Candida glabra’ ya kars1 gozlemlenmistir.

2019, xii + 54 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF
P-TER-BUTYL CALIX[4]ARENES TETRA-FUNCTIONALIZED
FROM PHENOLIC OXYGEN GROUPS

Nazmiye CAMLI
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Science

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Giilderen Uysal AKKUS

This work involves the synthesis of 5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,26,27,28-
tetrahydroxy calix[4]arene (1); 5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,27-bis(benzyloxy)-
26,28-dihydroxy calix[4]arene (2); 5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,27-bis(benzyloxy)-
26,28-diacetonyloxy calix[4]arene 3); 5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,27-
bis(benzyloxy)-26,28-carbonyl methoxy calix[4]arene (4); 5,11,17,23-tetra-ter-
butyl-25,27-bis-(4-nitrobenzyloxy)-26,28-dibenzyloxy calix[4]arene(5); 5,11,17,23-
tetra-ter-butyl-25,27-bis-(4-aminobenzyloxy)-26,28-dibenzyloxy calix[4]arene (6)

compounds and the biological activity of these compounds.

In the synthesis studies, the starting compound 5,11,17,23-tetra-ter-butyl

calix[4]arene 1 was synthesized according to methods described in the literature.

Then, 5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,26,27,28-tetrahydroxycalix[4]arene (2);
5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,27-bisbenzyloxy-26,28-dihydroxycalix[4]arene  (2);
5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,27-bis(benzyloxy)-26,28-diacetonyloxycalix[4]arene

3); 5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,27-bis(benzyloxy)-26,28-carbonylmethoxy
calix[4]arene (4); 5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25, 27-bis-(4-nitrobenzyloxy)-26,28-
dibenzyloxycalix[4]arene (5); 5,11,17,23-tetra-ter-butyl-25,27-bis-(4-



aminobenzyloxy)-26,28-dibenzyloxycalix[4]arene (6) were synthesized
respectively, according to the methods described in the literature.

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus subtilis and Candida glabrata were used as
test microorganisms to investigate the antimicrobial activities of the synthesized
compounds (1,2,3,4,5,6). At the end of the study, the most antimicrobial effect was
observed against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218 and Candida glabrata for 3, 4 and 5

compounds.

2019, xii + 54 pages

Keywords: Calixarene, biological activity, antimicrobial effect
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I Litre

m Metre

mm Milimetre

g Gram

mg Miligram
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n mol

pum Mikrometre

M Molarite

ppm Milyonda Bir Birim
a.kb Atomik Kiitle Birimi
A Angstrom

cm™ Santimetrenin Onda Bir Birimi
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) Negatif

[n] Fenolik Birimlerin Adedi
> Biiyiiktiir
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mmHg Milimetre Civa

THF Tetrahidrofuran

DMF Dimetilformamid

Ar Aromatik

PhOH Fenol

p- Para

o- Orto

ter- Tersiyer

p-ter-Bu Para-Tersiyer-Biitil
dak. Dakika

vb. Ve Benzeri

vd. Ve Digerleri

IUPAC Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
NCCLS National Commite of Clinical Laboratory Standards
ATP Adenozin Trifosfat
OH Hidroksil

H.O Su

CHCl3 Kloroform
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HCHO Formaldehit

LiOH Lityum Hidroksit
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Fe
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1. GIRIS

Gelisen ve siirekli bir degisim igerisinde olan ekosistemimiz beraberinde bir¢ok
hastaliga kars1 direncli, kolayca ¢cogalabilen ve onlenebilmesi gii¢ mikroorganizmalarin
olusumuna neden olmaktadir. Bu ylizden birgok ilaca karsi direng gosteren
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi, antibiyotik direnci ve antimikotik direnci gibi
mevcut antimikrobiyal ajanlarin etkili olamadigi, bu etkiye zit yonde tepki gosteren
direnglerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu nedenle bilim insanlar1 yeni etki
mekanizmalarina sahip ve mikroorganizmalar iizerinde etkili, yeni antimikrobiyal

ajanlar gelistirmek i¢in yogun ¢aba sarf etmektedirler.

Buradan yola ¢ikarak son yillarda yapilan galismalarda biyolojik sistemlere karsi aktivite
gosteren halkali fenolik bilesiklerin tespit edilmesiyle kaliksarenlerin, antimikrobiyal

ozellikleri arastirilmig olup bu konu hakkinda gesitli veriler elde edilmistir.

Ester ve eter gruplarini i¢eren yapilarin, kaliksarenlerin fenolik-OH gruplariyla kolayca
tepkimeye girmesi ve bu sekilde olusan bilesiklerin, kendisini olusturan maddelere
gore, daha ¢oziiniir ve daha diisiik erime noktasina sahip olmasi, bilim insanlarini

kaliksarenler {izerine antimikrobiyal agidan ¢alismalar yapmaya yoneltmistir.

Kaliksarenlerin diger uygulama alanlarina deginilirse;

e elektrot yapiminda (iyon se¢imli) kullanilmast,

e kolon kromotografisinde dolgu materyali olarak kullanilmasi,

e floresans is1malarinda ve faz transfer katalizorii olarak kullanilmasi,
e membran ¢aligmalarinda ve sensor tekniklerinde kullanilmast,

e enzim-mimik katalizoru olarak kullanilmasi,

e iyon-molekiil tasiyici olarak kullanilmasi (Gutsche 1990).

Oldukc¢a genis capli igletim alanina sahip olan kaliks[n]arenlerin farkli tiirevlerinin
elde edilmesi birbirinden farkli uygulama alanlarmin daha da ilerleyecegini

gostermektedir (Gutsche1990).



Yapilan bu tez calismasinda da farkli fonksiyonel gruplara sahip kaliksaren tiirevleri
kullanilmis olup bu kaliksarenler hidroksil grubu (1), bisbenziloksi grubu (2),
asetoniloksi grubu (3), karbonil metoksi grubu (4), nitrobenziloksi grubu (5) ve
aminobenziloksi grubu (6) igeren kaliksarendir. Buradaki amag, farkli fonksiyonel
gruplara sahip kaliksarenlerin antimikrobiyal ¢alismada igerdikleri gruplar nedeniyle

farkli bir etkiye sahip olup olmadiklarini incelemektir.



2. LITERATUR BiLGILERi

2.1 Kaliksarenler

Fenoliin, formaldehitle etkilesmesi sonucu olusan c¢ok halkali, oligomer bilesikler,

kaliksaren olarak adlandirilir (Deligéz 1994, Gutcsche 1987).

Oligomer bir bilesik olan halkal1 yapidaki kaliksarenler, organik molekiillerle ya
da metal katyonlariyla kompleks bilesik olusturmaktadirlar. iste bu 6zelliklerinden
dolay1 bilim diinyasinin dikkatini ¢ekmistir (Knop and Pilato 1985).

Makrosiklik bir bilesik olan kaliksarenlerin, iist ve alt kenarindaki aktif gruplar; arenler,
aminoasitler, dipeptitler, proteinler, kolin ve asetilkolin, karbonhidratlar, riboflavin,
vitamin B12, niikleotitler, niikleozitler vb. biyolojik olarak aktif molekiillerin genis bir

yelpazesini tanimlar ve bunlarla etkilesim igerisine girerler (Sansone et al. 2001).

Bu sebeple kimya literatiiriine yeni girmis olan kaliksarenler, bir¢ok arastirmaya konu

olmuslardir.

“Supramolekiiler kimya” terimi ortaya c¢iktigindan beri kaliksarenler, tag eterlere ve
siklodekstirinlerle benzer 6zellik gostermesinden dolay 3. Kusak supramolekiiler olarak

da adlandirilirlar (Gutsche 1989) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Supramolekiillerin Yapisi (Girgin 2015)




Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, halkali yapidaki fenolik bilesiklerle ilgili en
gercekei calismalart Gutsche ve arkadaglart yapmistir. Gutsche ve calisma
arkadaglar1 c¢esitli biiylkliikte olusan fenolik siklik oligomerleri (p-ter-biitil
kaliks[4]aren, p-ter-biitil kaliks[6]aren ve p-ter-biitil kaliks[8]aren)’ nin her birini
tek tek saf olarak elde etmislerdir (Gutsche1990) (Sekil 2.2).

p-ter-bitilkaliks[4oren p-ter-butilkaliks(6laren p-ter-bitilkaliks{8Joren

Sekil 2.2 Kaliks[n]arenlerin Yapisi (Girgin 2015)

Sekil 2.3 Kaliks[n]arenlerin yapisi

Sekil 2.1, Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’ de verilen yapilara gore kaliksarenler, alkali bir ortamda p-
slibstitie konumundaki fenoller ile formaldehitin kondenzasyon tepkimesi sonucu
meydana gelen, hidroksil gruplart agisindan gore orto konumunda metilen kopriileriyle
kenetlenmis halkal1 yapida esnek bir duruma sahip olan makrosiklik molekiiler bilesiklere

kaliks[n]aren denir (Deligoz ve Yilmaz 1994).



R

Sekil 2.4 p-ter-biitilkaliks[4]arenin farkli gosterimleri (Girgin 2015)

Kaliksarenler daha somut bir seklide ifade edilirse, kupa seklindeki molekiiler
yapilardir. Supramolekiiler kimyada, tiglincii nesil bilesikler olarak tabir edilen
kaliksarenler, crown eter ve siklodekstrinlerden sonra gelir ve Ozellikle Lewis

asitleri i¢cin miikemmel bir konak¢1 molekiillerdir.
2.2 Kaliksarenler Nasil Adlandirihr?

Gutsche, bu fenolik bilesiklerin isimlendirilmesini IUPAC' a kabul ettirmis ve
"kaliks[n]aren" ismini vermistir. Birbirinden farkli ve ¢ok sayida siibstitiie grup igeren
fenollerden meydana gelen kaliks[n]arenler adlandirilirken, fenoliin siibstitiie kismi
kaliksarenin en basina yazilir” ve fenolik birim sayis1 olan n, kaliks ve aren arasina koseli
parantez igine yazilir. Buna Ornek olarak; 5,11,17,23-tetra-alkil-25,26,27,28 tetra-
hidroksi kaliks[4]aren verilebilir. Bu bilesik daha kisa bir soylemle; p-alkil
kaliks[4]aren seklinde de isimlendirilebilir (Gutsche 1989 ) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Kaliks[4]arenin numaralandirilmasi



2.3 Kaliksarenlerin Sentezi

Kaliksarenlerin sentezlenmelerini iki grup altinda toplamak miimkiindiir. Bunlardan biri

“Cok Basamakl1 Sentezleme”; digeri ise “Tek Basamakli Sentezleme” dir.

Cok basamakli sentezde, islemlerin ¢ok uzun ve yorucu olmasi ve de toplam verimin
%10-20 gibi diisiik diizeyde kalmasi nedeniyle bu metot tercih edilen ve kullanilan bir
yontem olmamustir (Gutsche 1987).

Bu nedenle kaliksarenlerin ¢ok basamakli sentezlenmesindeki, karsilagilan giigliikler
ve verim disiikliigii, bu bilesiklerin sentezlenebilmesi i¢in, insanlari yeni yontemler

bulmaya sevk etmistir.

Bu yiiksek lisans tezinde yapilan g¢aligmalar, tek basamakli sentezleme {lizerinden
aciklanmakta olup elde edilen tiim driinler tek basamakli sentezleme yoluyla elde

edilmistir.

2.3.1 Tek Basamakl Sentezleme

Gutsche ve c¢alisma grubunun yeni sentez yonteminin gelistirilmesine yonelik
caligsmalar1 sonu¢ vermis ve bugiinkii kaliksaren kimyasiin temeli atilmistir. Yapmis
olduklar1 bu ¢aligmada, Kkaliksarenlerin tek basamakli sentezinde p-ter-biitil fenoliin
kullanilmas1 gerektigini; bu fenoliin disindaki diger fenollerin kullanilmasi
durumunda birden fazla iirlin veya reg¢inenin yapisina benzer liriinlerin olustugunu

belirtmislerdir (Gutsche and Lin 1986).

Deneysel calismalarda, kaliksarenlerin tek basamakta sentezlenebilmesi i¢in para
konumunda birbirinden farkli fonksiyonel gruba sahip fenoller kullanilmistir. Devam
eden siiregte bu fenolik bilesikler 1A grubu metallerinin hidroksitleriyle tepkimeye
sokulmustur. Tepkime sonucunda reaksiyon i¢in kullanilan fenollerden sadece p-ter-
biitil fenol kullanildig1 takdirde saf iriinler elde edilebilecegi, p-ter-biitil fenol

disinda baska bir fenoliin kullanilmasi durumunda birden fazla {iriiniin olustugu



ortaya koyulmustur. p-ter-biitil fenoliin tepkimede kullanilmasinin sagladig:r diger
bir avantaj ise dealkilleme reaksiyonunu gerceklestirerek reaksiyon sonucu ter-biitil
grubunun kolayca kaliksarenden uzaklastirilmasidir (Gutsche 1990, Gutsche et al.
1986) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 p-ter-biitilkaliks[4]aren ve kaliks[4]aren eldesi

p-ter-biitil fenoldeki "tersiyer biitil" gruplarinin dealkilasyon reaksiyonu ile kolaylikla
kaliksarenden uzaklastirilabilmesi yontemin kullanilabilirligini artirmaktadir.
Bugiin fenolik siklik tetramer, hekzamer ve oktamer gibi temel kaliksarenlerin
sentezinde basariyla uygulanan Gutsche yontemi, diger kaliksaren sentezlerinde de
yaygin olarak kullanilmaktadir. Diger calismacilarin yapmis olduklar1 yontemlere
kiyasla, bu yontemin kabul goriip tercih edilmesinin baslica nedeni, bahse konu bu
yontemin ¢ok yiiksek verimle gerceklesmesidir. Oyle ki; deney sonucunda p-ter-
biitilkaliks[4]aren’ i %62, p-ter-biitilkaliks[6]aren’ i %85 ve p-ter-biitilkaliks[8]aren’ i
ise %90 verime sahip oldugu ve bu saflikta elde edildigi goriilmiistiir (Gutsche 1990).

Kaliksarenlerin tek basamakli sentezindeki kullanilan baz miktari, sikliktetramer ve
oktamer sentezinde az koyulurken, siklik hekzamerde ise daha fazla koyulmalidir.
Buradan anlagiliyor ki tepkime de kullanilan bazin miktari, kaliksaren eldesinde
verimi etkilemektedir. Istenilen verime ulasmak icin baz, belirli esdegergram

miktarlarinda alinmalidir.

Kaliksaren sentezinde kullanilan bazin miktar1 kadar, kullanilan bazin katyon cap1 da
verim iizerine etkilidir ve bu duruma "template etki" denir. Aciklayacak olursak; siklik

hekzamar eldesinde katyon g¢ap1 biiyiik olan alkali metal hidroksitleri (KOH, RbOH)



kullanilirsa sentez islemi yiiksek bir verimle gergeklesir (Gutsche et al.1981) (Cizelge
2.1).

Cizelge 2.1 Alkali Metal Hidroksitleri ve Kaliksaren Verimi Uzerine Etkileri

Alkali Katyon Cap1 (A") % Hekzamer % Oktamer
Hidroksit

LiOH 1,36 60

NaOH 1,94 23

KOH 2,66 56

RbOH 2,94 70

CsOH 3,34 40 5

Kaliksarenlerin tek basamakli sentezinde genellikle apolar ¢oziiciiler kullanilir.
Bunun yaninda, siklik oktamer ve hekzamer sentezinde ortam sicakligi diisiik, siklik

tetramer sentezinde ise ortam sicakligi yiiksek olmalidir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 p-ter-biitilkaliks[4]aren sentezi

2.4 Kaliksarenlerin Olusumu- Reaksiyon Basamaklari

Fenol ile formaldehitin bazik ortamdaki reaksiyon mekanizmas1t uzun yillar
arastirilmistir. Reaksiyon mekanizmasi birinci basamak; fenol bilesiginin hidroksil
grubundaki hidrojen ile baz reaksiyona girer. Bu reaksiyon sonucu fenoksit iyonu
olusur. Bu iyonunun rezonansi sonucu meydana gelen karbon niikleofili ile
formaldehitin karbonil karbonu tepkimeye girer. Istenilirse belirli sartlarda reaksiyon bu
asamada kesilir, meydana gelen hidroksimetil fenoller izole edilerek karakteristik
ozellikleri incelenebilir (Gutsche 1989) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 Hidroksimetil fenoliin meydana gelmesi

OH

Ikinci basamak; birinci basamakta olusan hidroksi metil fenol, bazik ortamda, o-
Kinonmetit ara {irlinline doniisiir, bu ara iriin ile fenoksit iyonunun rezonansi sonucu
olusan niikleofili tepkimeye girer. Tepkime sonucu diarilmetil bilesikleri olusur ve bu

olusum siirekli olarak devam eder.

Gutsche yapmis oldugu calismalar sonucunda, tim oligomerlerin meydana gelmesi
sirasinda olugan o-kinonmetitlerin, ara iirlin olabilecegi ihtimalini 1989’ da kanitlamistir
(Gutsche 1989). Sekil 2.10° da ise, Sekil 2.8 de olusan hidroksimetil fenollerin, diaril
metanlarin yerine, dibenzil eterlerin dehidratasyonla ortaya c¢ikma reaksiyonunu

gosterilmektedir (Sekil 2.10).
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i i /
Lineer oligomerler -—
OH OH

Sekil 2.9 Lineer Oligomer olusumu



H,O
CHzOH CHzOCHE
OH OH OH

Sekil 2.10 Dibenzileter olusumu

Bu yiizden reaksiyon sonucu, mekanizmanin farkli anlarinda meydana gelen difenil
metan tiirli ve dibenzil eter tiirii kaliksarenler karisimi meydana gelmektedir. Sekil 2.9’
da olusan bilesikler (R=H ve CH2OH), belirli sartlarda benzer iiriin karigimini verir
(Dhawan 1987). Ozetle p-ter-biitilfenol ve sulu formaldehitin karigiminin baz ile
etkilesmesi sonucu ara iirlinler olusur ve bu olusan ara {iriinler yiiksek sicaklikta

1sitilirsa kaliksarenlere doniisiir (Sekil 2.11).

t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu

R i CH,OH RCHon R’ - N ‘ S — “CH,0H
OH OH OH OH OH OH
0 L an
t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu
OO,
OH OH OH OH
(V)

Sekil 2.11 Ara iiriin karisimlari

Sicaklik ve bazin etkisiyle reaksiyon sonucu meydana gelen p-ter-biitilkaliks[8]aren
veya p-ter-biitilkaliks[6]arenin % 75 kadari, yiiksek bir verimle p-ter-
biitilkaliks[4]arene dOniigmiistir (Gutsche 1986, Dhawan 1987). Bu doniisiim

reaksiyonu Gutsche tarafindan molekiiler boliinme olarak adlandirilmistir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Molekiiler Boliinme (Kaliks[8]arenin, Kaliks[4]arene Doniigiimii)

2.5 Kaliksarenlerin Fonksiyonlandirilmasi

Kaliksaren tiirevleri, kaliksarenlerin ya fenolik oksijenlerinden ya da fenolik birimin

p-pozisyonundan fonksiyonlandirilmasi ile hazirlanmaktadir.

Kaliksarenlerin adlandirilmasinda, kaliks ve aren arasindaki rakamimn -OH grup sayisini
belirttigi ve fenolik-OH gruplarinin bulundugu dar olan kisma “‘lower rim’’ denilirken;
aril halkalarinin p-pozisyonunda bulundugu genis olan kisma ‘‘upper rim’’ denir. Lower
Rim olarak tanimlanan kisim ayni zamanda fenolik bosluk veya alt kenar olarak; Upper
Rim olarak tanimlanan kisim ise p-kosesi veya iist kenar olarak bilinir (Girgin 2015)

(Sekil 2.13).
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(Fenolik halkalarin para koges1)

f Upper rim \

Lower rim

(Fenolik-OH)

Sekil 2.13 Kaliks[4]arenin p-konumu ve fenolik-OH bolgesi gosterimi (Girgin 2015)

2.5.1 Kaliksarenlerin para-pozisyonundan fonksiyonlandirilmasi

Kaliksarenler iizerindeki "ter-biitil" gruplarmmin dealkilasyon reaksiyonu ile
uzaklagtirilabilmesi, kaliksarenlerin p-pozisyonundan fonksiyonlandirilmasinda ¢ok biiyiik
kolayliklar saglamistir. Dealkilasyon, toluenin ¢oziicii olarak kullamldigi ortamda A1C13" iin
kuvvetli etkisiyle gerceklestirilmektedir (Sekil 2.14).

Al
Toluen

OH

Sekil 2.14 p-ter-biitilkaliks[n]arenlerden ter-biitil grubunun uzaklastirilmasi

Kaliksarenlerin = p-pozisyonundan fonksiyonlandirilma yontemlerinden birisi de
"aromatik elektrofilik siibstitiisyon" reaksiyonudur. Shinkai ve gurubu, 100°C' de
kaliks[6]aren ile siilfirik asit reaksiyonundan p-siilfonato kaliks[6]aren ve akabinde ayni
yontemle p-siilfonato kaliks[4]aren ve p-siilfonato kaliks[8]aren sentezini gerceklestirmistir

(Shinkai et al. 1986).
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Kaliksarenlerin p-pozisyonundan fonksiyonlandiriimasinda p-Claisen ¢evrilmesi, pkinonmetit
ve p-klormetilasyon gibi ¢esitli alternatif metotlar da kullanilmaktadir (Girgin 2015) (Sekil
2.15).

E R= CH,CH,NH,
R= CH,CH,CN
R= CHO
4 R= CH=NOH :
CH,NER, OH = CH,R
INRy R=H
pP-Claisen Cevrilmesi
B=cH,
R= CH;
4 4

OH OH

Elektrofilik Substitiisyon p-Klor Metilasyon

H CH;Nu© Nii= CN
Ust Kenar Ni= OCH;
(- lxose_smden) Ni= N,
A\ /A oH 4 NemE
Dealkilasyon p-Kinon Metit Metodu

Alt henar

(Fenolik -© iizerinden)

Sekil 2.15 Kaliksarenin p-pozisyonundan fonksiyonlandiriimasi (Girgin 2015)

2.5.2 Kaliksarenlerin Fenolik-O iizerinden Fonksiyonlandirilmasi

Ik kez 1998 de, Gutsche tarafindan yapilan ¢alismalarla, fenolik oksijenlere farkli
reaktifler baglanmis (nitril, keton fosfin, oksim, imin, eter ve ester gruplari gibi) ve
uygun sartlar altinda, kaliksarenler fenolik-O’ den fonksiyonlandirilmistir (Gutsche
1989).

Kaliksarenlerin eter tiirevleri, THF- DMF c¢oziicli karisitminda kaliksaren ile alkil
halojeniirlerin NaH katalizorliigiinde etkilestirilmesi ile elde edilmektedir (Gutsche et
al. 1983) (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16 Kaliksarenlerin eter tiirevleri

Kaliksarenlerin fenolik -OH gruplar1 iizerine cter, ester ve keton guruplari gibi
fonksiyonel gruplarin baglanmasiyla ¢ok sayida kaliksaren tiirevi sentezlenip elde
edilebilir. Eger reaksiyon sartlar1 ayarlanirsa di, tri, tetra seklindeki fonksiyonel gruplar,

lower rim tizerinden kaliksarenlere kolayca baglanabilir (Gutsche 1986, Bohmer 1995).

Ust Kenar
(p- kosesinden)
Bu ©

OH
Alt Kenar

(Fenolik -0 iizerinden)

But But
R= CH.COR
R=COCH;
R=COCH;: R= CH,COOR
4 R= CH,COONH,
OF OR.
Eterlesme

Esterlesme

Sekil 2.17 Kaliksarenlerin fenolik-O tizerinden fonksiyonlandiriimasi (Girgin 2015)
Istenilen amaca yonelik olarak kaliksarenlere, Lower Rim veya Upper Rim iizerinden

farkli fonksiyonel gruplarimin baglanmasiyla cesitli tiirevlerde kaliksaren elde

edilebilmektedir.
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2.6 Kaliksarenlerin Konformasyonu

Oda sicakligindaki ¢ozelti igerisinde, siirekli degisken bir yapiya sahip olan fonksiyonel
grup bulundurmayan kaliksarenler, fonksiyonel gruplarla tiirevlendirilirse hareketsiz yapi
haline gelirler (Gutshe 1998). Gutsche ve c¢alisma grubu kaliksarenlerin, 4 farkli
konformasyonel izomere sahip olduklarini belirlemislerdir (Gutsche et al. 1987) (Sekil
2.18).

* Koni, * Kismi koni 1,2, * Karsilikli 1,3, * Karsilikl1
C(CH,), Ar (’ﬂ\_-.\r
ArCH,Ar \ A ‘ C(CH,),
NG Z1\
Ar-H

T

'H NMR Spektrumn

C(CH,),
72X

OR OR

1,3-Karthkh 1,2-Karsihkh

Sekil 2.18 p-ter-biitilkaliks[4]arenin konformasyonlar1 ve ‘H-NMR spektrumlari
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Daha onceden de belirtildigi gibi kaliksarenlerin fenolik-OH gruplari, fenolik-O’ na
cesitli gruplarin baglanmasiyla (mono-, di-, tri- ve tetra, , keton, oksim eter ve ester)
tiirevlerine doniistiiriilebilmektedir. Reaksiyonda kullanilan bazin ve ¢6ziiciiniin tiiri,
ortam konsantrasyonu ve sicaklik tepkime sonucu olusan kaliks[4]aren tiirevlerinin
cesitli konformasyonda olmasini saglar (Park et al. 1996, Groenen et al. 1991). Koni
konformasyonuna sahip bir sentez elde edebilmek i¢in oda sicakliginda DMF veya
DMEF/THF igerisinde NaH’ iin asiris1 kullanilir. 1,3- karsilikli konformasyonuna sahip
bir sentez meydana gelmesi i¢in 80°C’ de DMF igerisinde Csp,CO3 kullanilir. 1,2-
karsilikli ve kismi koni konformasyonlari ise ancak reaksiyon karistmiin kolon

kromatografisi ile saflagtirilmasi sonucu elde edilir.

Kaliksarenlerin konformasyonel 6zelliklerinden dolayr ilging yonlerinden birisi
molekiiler kompleks o6zellikleridir. p-ter-biitil kaliks[4]aren kloroform, benzen, ksilen,
piridin ile; p-ter-biitil kaliks[6]aren kloroform veya metanol ile; p-ter-biitil
kaliks[8]aren kloroform molekiilleri ile kompleks bilesik olusturmaktadir. Bunlar ¢ok
saglam yapili komplekslerdir (Bauer and Gutsche 1986). Kaliksarenler, konformasyonel
ozelliklerinden dolayr aminler ile iki g¢esit kompleks olusturabilmektedir. Bu olay
fenolden amine bir proton transferi ile gergeklesir ve aminin yaklagma yoniine goére
"endokaliks" ve "eksokaliks" adini alirlar (Gutsche et al. 1987) (Sekil 2.19).

CHs
[ Ky
He——Chy 4 —
NHy
. R = f(}lr CH-CHy Eksokaliks Endokaliks
b: R = tort-bitil ’

Sekil 2.19 Kaliksarenlerin aminlerle kompleksleri
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2.7 Kaliksarenlerin Fiziksel Ozellikleri
2.7.1 Erime Noktasi

Cesitli fonksiyonel gruplara sahip olan kaliksaren tiirevlerinin her biri farkli fiziksel
Ozelliklere sahiptir. Tiirevler arasinda veya tamamen yapisal agidan birbirinden farkli
2 farklh kaliksaren arasinda en belirgin ve karekteristik 6zellik erime noktasidir.
Yapilan deney sonuglarma gore p-ter-biitilkaliks[4]aren 342-344°C’ de, p-ter-
biitilkaliks[6]aren 380-381°C’ de ve p-ter-biitilkaiks[8]aren ise 411-412°C’ de eridigi
sonucuna varilmistir. Cikartilacak diger bir sonug ise kaliksarenler arasinda molekiil
blyiikligii arttikca genellikle erime noktasinin artmasidir. Tayin edilen erime
noktalar1 p-ter-biitilkaliks[n]arenlerin safliklarmi1 belirlenmesinde kullanilir. Ornek
verecek olursak; p-fenilkaliks[4]aren 407-409°C de, p-fenilkaliks[8]aren ise 450°C’
nin lizerinde erirken diger yandan ester ve eter tlirevli kaliksarenler, kendilerini
meydana getiren kaliksarenlerden daha diisiik erime noktasina sahiptir. Mesala p-ter-
biitilkaliks[4]arenin tetrametil ve tetrabenzil eterlerinin erime noktas1 226-228°C ve

230-231°C’ dir (Gutsche 1989, Gutsche et al. 1990 a,b,c).
2.7.2 Coziiniirliik

Organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikkleri sinirli olan kaliksarenlerin yapilarinda, para
kismindaki alkil gruplarmin ve siilfonat, amino, eter, ester... gibi fonksiyonel
gruplarin bulunmasiyla organik ¢6ziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri artirilir (Sekil 2.20). Hal
boyleyken kaliksaren tlirevleri  kloroform, piridin ve karbondisiilflirde

¢oOziinebilmektedir (Gutsche 1989, Gutsche 1987).

Biitiin bu veriler sayesinde, karisim halinde bir arada bulunan kaliksarenleri ayirmak
i¢in bilim insanlari, siirekli ekstraksiyon yontemini kullanarak p-fenilaliks[6]aren ile

p-fenilkaliks[8]aren’ 1 birbirlerinden ayirmislardir (Gutshe 1989).

1984 yilinda Arduini ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢alismalar neticesinde, p-ter-
biitilkaliks[4]aren tetrakarboksil tiirevini sentezleyerek ilk kez suda ¢oziinen

kaliksarenleri elde etmislerdir (Arduini et al. 1984) (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20 Suda Coziinen Kaliksarenler
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2.7.3 pKa Degerleri

Titrasyon asamasinda kullanilan susuz ¢oziiciilerde (etilen diamin veya
benzene/izopropil alkol), benzer izomerlige sahip olan o, o’-dihidroksi difenil metanin
yiiksek asitlige sahip oldugu sonucu, bu iki yapmin karsilastirilmasiyla ortaya
konmustur. Hiperasidite olarak adlandirilan bu etki, lineer orto baglanmis tri- veya
tetra—niikleer bilesikler icin daha belirgin olup molekiil i¢indeki mono anyonu
dengelenen hidrojen bagiyla agiklanabilmektedir (Gutsche 1989, Knop and Pilato
1985).

Ayrica kaliks[4]arenlerde molekiil i¢i hidrojen bagi olusmasindan dolay1 fenollere gore
daha asidiktir. Fakat pKa; ile pKa, degeri arasinda fazla fark bulunmamaktadir. Sekil
2.21° den de anlasilacagi lizere molekiil i¢i hidrojen bagi olusturan her iki anyonda daha

kararli hale gelmistir (Faldt 2000).
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Sekil 2.21 Kaliks[4]aren’ de molekiil i¢i hidrojen bagi olusumu
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2.8 Patojenik Bakteriler

Insanin viicudunda bulunan bakteri sayis1, hiicre sayisindan kat kat fazla iken derideki
ve bagirsaklardaki bakterilerin biiyiik bir kismi bagisiklik sisteminin koruyucu etkisiyle
zararsiz hale gelmektedir. insan viicudunda bulunan baz1 bakteriler yararli (probiyotik)
iken, bazilar1 da patojen ( hastalik olusturan)’ dir. Bu patojenik bakteriler genelde
bagirsak enfeksiyonlarina, tifo, basilli dizanteri, kolera, sarbon, sifiliz, tiiberkiiloz,
clizzam ve veba gibi hastaliklara neden olur iken yanlis, etkili olmayan bir tedavi ile
sonuglar 6liimciil olmaktadir. Ortaya ¢ikan hastaliklarin tedavi edilebilmesi igin, neden
olan mikroorganizmanin aragtirilmasit ve kimliginin belirlenerek uygun ilag ile

midahale edilmesi gerekmektedir (Anonim 2011a).

2.8.1 Calismalarda Kullanilan Bazi1 Bakteriler

Bu tez ¢alismasinda, insan deri florasinda en ¢ok bulunan, kolay ve ¢abuk iiriimeleri

sebebiyle antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in en uygun olan asagidaki bakteri tiirleri

kullanilmistir;
. Staphylococcus aureus
. Pseudomonas aeruginosa
J Escherichia coli
. Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus: Gram (+) pozitif, patojenik bir bakteri olan bu mikroorganizma
toksik sok, septik sok, haslanmis deri sendromu ve besin zehirlenmesi gibi toksijenik
sendromlara neden olmaktadir. S. aureus intoksikasyonunun goriilebilmesi igin S.
aureus’ un c¢ogalmasi ve enterotoksin iiretmesi, bununda en az 1 mg'min gidalarla
viicuda alinmasi gerekmektedir. Hastaliklar daha ¢ok gidalarin 1s1l iglem gormesinden
sonra igletme personelinden ya da ekipmanlardan dolayr kontamine olmus gidalardan
kaynaklanmaktadir. S. aureus’ ten kaynakli hastalik, gidanin tiiketiminden 1-7 saat
sonra bulanti, kusma, mide kramplar1 ve ishal seklinde ortaya ¢ikmaktadir. S. aureus’

un kontrol edilmesinde en 6nemli nokta, 1s1l islem gordiikten sonra gida maddelerinin
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hizla sogutulmasi ve buzdolabi sicakliginda muhafaza edilmesi ve kisisel hijyenidir

(Argudin et al. 2010) (Sekil 2.25).

Sekil 2.22 Staphylococcus aureus Bakterisi

Pseudomonas aeruginosa: Gram (-) negatif bakteri, hareketli, aerob basil cinsi, suda
eriyen pigment salgilayan mikroorganizmadir. Toprakta, sularda, bitkilerde bulunur.
Insanlarin bagirsak ve deri florasinda ise az miktarda bulunur. Hastanenin nemli
ortamlarinda bulunmasi sebebiyle enfeksiyonlarin baslica sebebidir. Cocuklarda,
bagisiklik sistemi yetersiz hastalarda, idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olup, yara ve

yanik enfeksiyonlarinin, apse veya dldiiriicii sepsis etkenidir (int.Kyn.9) (Sekil 2.26).

Sekil 2.23 Pseudomonas aeruginosa Bakterisi

Escherichia coli: Memeli hayvanlarin ve insanlarin digkisinda bulunan, sigir diskisiyla

kontamine olmus gidalar ve sular aracilig ile bulasabilen ve de bakteriyi tasiyan kisiyle
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temas sonucu bulasabilen gram (-) negatif bir bakteri olan E. Coli, patojenik bir bakteri
olup etki sonucu dogru tedavi edilmez ise sonucu oliimciil olmaktadir (Karmali et al.
2010) (Sekil 2.27).

Sekil 2.24 Escherichia coli Bakterisi

Bacillus subtilis: Cubuk seklinde, gram (+) pozitif bir bakteri tiirii olan bu bakteri
toprakta, insanlarin bagirsaklarinda ve bazi hayvan tiirlerinde bulunur. Enzim
iiretiminin, bagisiklik ve sindirim sisteminin sagligin1 destekleyen yararli probiyotik
bakteri olmasindan dolayr takviye olarak alman probiyotik iirlinlerde bulunur

(int.Kyn.10) (Sekil 2.28).

Sekil 2.25 Bacillus subtilis Bakterisi
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2.8.2 Mantarlar

Bakterilere gore hiicre yapisi daha karmasik olan mantarlar ¢ekirdek, mitokondri, golgi
aygitt ve endoplazmik retikulum gibi organellere sahip olup fotosentez yapamayan
okaryotik organizmalardir. Mantarlar, ya asekstiel olarak ¢ogalabilen tek hiicreli sekilde
maya ya da aseksiiel ve seksiiel olarak ¢ogalabilen filament6z sekilde (kiif) bulunmakta

olup bazi mantarlar her iki morfolojide de bulunabilmektedir.

Son yillarda patojen maya ve kiifler, fungal enfeksiyonlara sebep olarak, bagisiklik
seviyesi diisiik bireylerde hastaligin goriilme olasiliginin yiiksek olmasina ve dliimciil
sonuglara neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlar yayilici ve yiizeysel enfeksiyonlari
kapsamakta olup buna neden olan canli etkenlerden biri Candida tiirleridir. Bu tiirlerden
C. glabrata’ nin yol a¢tig1 mukozal ve sistemik enfeksiyonlar giderek artmaktadir. Dag
(2007) yapmis oldugu ¢alismalar neticesinde tedaviye cevapsiz ya da direngli Candida
suslar1 ile olusmus enfeksiyonlarin tedavisinde bazi kriter ve yorumlamalarin saglandigi
takdirde timit vaat eden olumlu bir sonug elde edilebilecegini ortaya koymustur (Sekil
2.29).

Bu tez calismasinda elde edilen kaliksaren tiirevlerinin, insan cildinde, solunum ve
sindirim sisteminde yaygin olarak bulunan, insan viicudunda en sik izole edilen
Candida glabrata mantarinin iizerindeki etkisi incelenmis olup bu anlamda sonuglar

elde edilmistir.

Sekil 2.26 Candida glabrata’ min mikroskobik morfolojisi
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2.9 Antimikrobiyal Etki ve Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal etki; bakteri, fungus, protozoon gibi mikroorganizmalar1 dldiiren veya
tiremelerini engelleyen kimyasal, fiziksel ve biyolojik etmenlerin gostermis oldugu
etkidir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri ise, antimikrobiyal ajanin belirli bir
mikroorganizmaya kars1 Ornegin bakteriye kars1 laboratuvar ortamindaki aktif
durumunu belirlemek i¢in kullanilir. Antimikrobiyal bir tedavi belirlenirken, duyarlilik
testlerinin sonuglart baz alinir ve bu durum esastir. Antibiyotik duyarlilik testleri;
difiizyon testler, diliisyon testleri, E- test ve otomalize sistemlerdir. Yapilan tez
calismasinda ise bu testler arasindan standartlara uygun olarak kolay, uygulanabilir ve
ucuz olmasi sebebiyle halen diinyada rutin laboratuvarlar igin tercih edilen diflizyon

testlerinden disk diflizyon testi kullanilmistir (Anonim 2011b).

2.9.1 Disk Difiizyon Testi

Eski adiyla NCCLS (National Commite of Clinical Laboratory Standards) tarafindan,
yeni adiyla‘Clinical and Laboratory Standards Institute’ (CLSI) tarafindan yeniden
ayarlanan disk diflizyon testi bu yontemin elverislili§ini arttirmistir. Bu ilerleme
sayesinde disk difiizyon testi, klinik ve deneysel laboratuvarlarda antibiyotik
duyarliliginin tespitinde en ¢ok kullanilan yontem testi haline gelmistir. Maliyetinin
diisiik olmast ve kolay uygulanabilir olmasi bu yontemin yaygin olmasini saglamistir.
Bu testin yapilis1 i¢in Oncelikle antibiyotik madde yuvarlak kagit disklere emdirilir,
daha sonra antibiyotigi emmis halde biinyesinde bulunduran bu kagit diskler, bir miiddet
sonra ¢Ozlinmeye baslar ve agara dogru difiize olur. Bu sekilde iiremeye baslayan
mikroorganizma c¢ogalir. Belirli bir {ireme siiresinden sonra ilacin, yani
mikroorganizmalara kars1 duyarliligi test edilen maddenin, etkisini gosteremeyecek
kadar tepkime hizin1 yavasglatacak (inhibitdr) konsantrasyona geldiginde diskin etrafinda
tireme olmaz. Mikroorganizma teste tabi tutulan nesneye ne kadar duyarliysa, diskin
cevresinde meydana gelen alan o kadar genistir. Bu alana inhibisyon zonu denir. Disk
etrafinda inhibisyon zonu goriilmez ise bakterinin, teste tabi tutulan maddeye karsi
direncli oldugunu gésterir. inhibisyon zonun ¢apt mm seklinde &lgiiliir, standart zon
cizelgesine gore degerlendirme yapilir ve mikroorganizmanin test edilen yeni ajana

kars1 duyarlilik hali saptanir (Int.Kyn 14) (Anonim 2011).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Enstriimental Teknikler

Erime noktasi tayinleri, Barnsted / Elecrothermal marka cihaz ile yapildi. 'H NMR
spektrumlar1t CDCl; i¢inde Bruker Avance DPX 400 MHz spektrofotometre cihazi ile
yapilmistir. "H NMR spektrumunda standart olarak TMS kullanild: ve kimyasal kayma
degerleri (8) ppm olarak Ol¢iilmiis ve IR spektrumlari, KBr diskleri halinde Perkin
Elmer 1605 FTIR System Spectrum BX spektrofotometresi kullanilarak alinmistir.

Analitik TLC’ Ier silika jel tabakasiyla (SiO2, Merck 60 Fys4) kaplanmis aliiminyum
plakalar kullanilarak yapilmigtir. Kullanilan tiim baglangic malzemeleri ve reaktifleri,
Merck veya Aldrich firmalarindan alindi. Asetonitril, aseton, kloroform, metanol, etil
asetat ve n-hekzan gibi organik ¢oziiciiler molekiiler elekler (4A) iizerinden damitilarak

saklandi. Kurutucu madde olarak susuz MgSO, kullanildi.

Tiim mikroorganizma suslar1, Usak Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu

T1bbi Hizmetler ve Teknikler Boliimii Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi.

3.2 Metod

Bu c¢alismada sentezlenen bilesikler literatiirdeki metotlara gore elde edilmistir. Bu

bilesiklerin genel sentetik prosediirleri asagida verildi.

3.2.1 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren (1)

1 I’ lik bir balona, p-ter-biitilfenol (100g, 0.665 mol), 37 %’ lik formaldehit (62.3 ml,
0.83 mol), ve NaOH (1.2g, 0.03 mol) az bir miktar suda ¢oziilerek alindi. Reaksiyon

karisimi, geri sogutucu altinda, yag banyosunda, sicaklik 110-120 °C’ da sabit tutularak

1.5-2 saat 1sit1ld1. ilerleyen siirecte reaksiyon karisimi, dnce turuncu renge daha sonra
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viskoz halden kati sar1 bir kiitleye doniistii. Sonra karigim oda sicakligina kadar
sogutuldu ve 800-1000 ml difenil eter ile siispanse edilip balona mekanik bir karistirici,
azot girisi ve bir ksilol cihazi takildi. Balonun isitilmasi ile suyun ortamdan
uzaklastirilmasi saglandi. Su ¢ikisi tamamlandiginda ve c¢okelti olugsmaya basladiginda
karisim geri sogutucu altinda 1.5-2 saat kaynatildi. Akabinde reaksiyon karigimi oda
sicakliginda sogutuldu, 1 1 etil asetatla muamele edilerek 15-30 dk. karistirildi ve 30 dk.
kendi halinde bekletildi. Olusan beyazimsi ¢okelek siiziiliip iki kez 100 ml etil asetatla
ve bir kez de 200 ml asetik asitle yikand1 ve asetik asit kokusu gidinceye kadar su ile
yikandi. Kurutulan 66.5 g (62 %) ham iiriin toluenden yeniden kristallendirilerek 61.6 g
parlak beyaz kristalli erime noktas1 342-344 °C (lit: 344-346 °C) (Gutsche 1990) olan 1
elde edildi.

(1)

Sekil 3.1 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren (1)

3.2.2 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-dihidroksikaliks[4]aren
)

500 ml’lik bir balona p-ter-biitilkaliks[4]aren (3.0 g, 4.63 mmol) ve K,CO3 (0.64 g,
4.63 mmol) alinarak iizerine asetonitril (100 ml) ilave edilir ve 30 dakika isitilir.
Benzilbromiir (1.57 g, 9.26 mmol) reaksiyon karisimina eklenerek reaksiyon karisimi
bir geri sogutucu altinda 8 saat kaynatilir. Kaynatma stiresinin bitiminde karisim sicak
olarak siiziiliir ve kristallenmesi i¢in bekletilir. Olusan kristaller siiziiliir, evaporatore
alian siiziintli ¢oziiciisiiniin yarist uzaklagtirilir. Geriye kalan siiziintliide kristallerin
tekrar olusmasi icin bekletilir. Yeniden olusan kristaller siiziiliir ve diger kristallerle
birlestirilerek MeOH ile yikanir son olarak asetonitrilden yeniden 2 nolu bilesik elde
edilir. Verim 7.36 g (%52); en: 145 °C; IR (KBr) 3440 cm™ (OH). 'H NMR (CDCls);
1.08 ppm (s,18H, Bu'), 1.40 ppm (s, 18H, Bu'), 3.26 ppm (d, 2J(H,H) = 14.0 Hz, 4H,
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ArCH,Ar), 4.41 ppm (d, 2J(H,H) = 14.0 Hz, 4H, ArCH>Ar), 5.22 ppm (s, 4H, OCH,AI),
6.85 ppm (s, 4H, ArH), 7.23 ppm (s, 4H, ArH), 7.38 ppm (m, 10H, ArH-benzil), 7.74
ppm (s, 2H, ArOH), Anal. Hesaplanan: CsgHggO4: C, 84.02; H, 8.27. Bulunan: C,
85.80, H, 8.22.

(2)
Sekil 3.2 5,11,17,23-tetra-tert-biitil-25,27-bisbenziloksi-26,28-dihidroksikaliks[4]aren (2)

3.2.3 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-
diasetoniloksikaliks[4]aren (3)

iki boyunlu bir balona bilesik 2 (1.4 g, 2mmol), NaH (90.24 g, 6mmol) ve susuz THF
(100 ml) alinir. Reaksiyon karisimi azot atmosferinde oda sicakliginda 30 dk.
karistirlir. Uzerine metil bromasetat (0.73 g, 4.8mmol) yavas yavas eklenir ve 24 saat
bir geri sogutucu altinda kaynatilir. Reaksiyon takibi TLC ile yapilir ve baslangig
maddesi tamamen tiikendiginde sonlandirilir. Sogutulan karisimdaki ¢6ziicliniin tamami
evaporatorde uzaklastirilir ve vakum altida kurutulur. Ham {rtin  kolon
kromatografisiyle saflastirilir (EtOAc/hekzan) ve agik sar1 renkli 3 numarali bilesik elde
edilir. Verim: 71% (1.2 g). En:108-109C. IR (KBr, cm™ ): 1758 (CO); 1 H NMR
(CDClg): 7.01-7.38 (m, 8H, ArH), 6.85 (m, 10H, ArH), 4.95 (s, 4H, CH,CO;Me), 4.84
(s, 4H, ArCH,0), 4.32 (d, 4H, ArCH,Ar), 3.68 (s, 6H, OCHj3), 2.86 (d, 4H, ArCH,Ar),
1.02 (s, 18 H, Bu"), 1.25 (s, 18 H, Bu"). Hesaplanan: Cg4H760s (972.55): C, 78.98; H,
7.87. Bulunan: C, 78.84; H, 7.75.
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Sekil 3.3 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-diasetoniloksikaliks[4]aren (3)

3.2.4 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-
karbonilmetoksikaliks[4]aren (4)

Iki boyunlu bir balona bilesik 2 (1.4 g, 2mmol), NaH (90.24 g, 6mmol) ve susuz THF
(100 ml) alinir. Reaksiyon karisimi azot atmosferinde oda sicakliginda 30 dk.
karistirilir. Uzerine brom aseton (0.73 g, 4.8mmol) yavas yavas ilave edilir ve
reaksiyona 3 nolu bilesigin sentezindeki gibi devam edilir. Verim: 68% (1.2 g). En:108—
109C. IR (KBr, cm™ ): 1728 (CO); *H NMR (CDCls): 7.42-7.01 (m, 10H, ArH), 6.75-
6.58 (m, 8H, ArH), 4.85 (s, 4H, CH2CO), 4.75 (s, 4H, ArCH20), 4.27 (d, 4H,
ArCH2Ar), 3.88 (s, 6H, COCH3), 3.46 (d, 4H, ArCH2Ar), 1.12 (s, 36H, Bu)).
Hesaplanan: Cg4H7606 (941.28): C, 81.66; H, 8.14. Bulunan: C, 81.44; H, 8.07.

(4)
Sekil 3.4 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-karbonilmetoksikaliks[4]aren
(4)
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3.2.5 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis-(4-nitrobenziloksi)-26,28-
dibenziloksikaliks[4]aren (5)

2 nolu bilesik (4.68 g, 5.10 mmol), NaH (0.48 g, 20.30 mmol), p-nitro benzil bromiir
(3.47 ¢, 20.40 mmol) susuz THF-DMF (200 ml)’ de ¢oziiliir ve 24 saat karistirilarak
reflux edilir. Sogutulan karisim siiziiliir ve CH,Cl; ile yikanir. Siiziintii ve diklormetan
yikantis1 birlestirilerek kuruluga kadar evaporatdrde tutulur. Kalinti etanolden geri
kristallendirilerek 5 nolu bilesik elde edilir. Verim: % 54 en: 249°C IR: 1521 em?,
(NO,), 'H NMR (CDCls); 1,35 ppm (s, 36H, Bu'), 3.81 ppm (d, 8H, J=13.0 Hz,
ArCHAr), 5.16 ppm (m, 8 H, OCHyAr), 7.05 ppm (s, 8H, ArH), 7.38-7.52 ppm (m,
14H, ArH), 8.20 ppm (s, 4H, 4-nitrofenil-H, ). Hesaplanan: C;,H7sN,Os, C, 78.66; H,
7.15; N, 2.55. Bulunan, C, 72.32; H, 7.12; N, 2.81.

NO2 O,N
©®)
Sekil 3.5 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis-(4-nitrobenziloksi)-26,28-
dibenziloksikaliks[4]aren (5)

3.2.6 5,11,17,23-ter-biitil-25,27-bis-(4-aminobenziloksi)-26,28-
dibenziloksikaliks[4]aren (6)

5 nolu bilesik (1.98 mmol, 2.00 g) ve raney nikel (2.47 g)’ in etilasetat (60 ml) ve
metanol (30 ml)’ deki karisimi tizerine N,H4.H,0 (5 ml) ilave edilir. Reaksiyon karigimi
1 saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra 5 saat bir geri sogutucu altinda kaynatilir
ve NaH4.H20 (10 ml) daha ilave edilir. Karisim tekrar 6 saat daha kaynatilir. Bu siirenin
sonunda karigim sogutularak siiziiliir ve kalint1 diklormetan: aseton karigimiyla yikanir.

Toplanan siiziintii diisiik basing altinda konsantre edilerek buzlu-suya damla damla
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bosaltilir. Olusan beyaz cokelek siiziilir ve kurutulur. Kurutulan madde metanolle
etkilestirilerek 6 nolu bilesik 93% verimle elde edilir. e.n. 123 °C. IR (KBr) 3397 cm™
(NH.). *H NMR (CDCls); § 1.35 ppm (s, 36 H, Bu'), 3.81 (d, 8 H, 2J(H,H) =6.2 Hz, Ar-
CH,-Ar); 5.16 (d, 8H, 2J(H,H) =13.1 Hz, Ar-OCH,), 5.32 (brs, 4H, NH,) 6.56 (m, 8 H,
4-aminofenil-H,g); 7.08-7.38 (brm, 18 H, ArH). Hesaplanan: C7,Hg;N,O4: C, 83.20; H,
7.95; N, 2.70. Bulunan: C, 83.25; H, 7.69; N, 2.60.

NH; H,N
(6)
Sekil 3.6 5,11,17,23-ter-biitil-25,27-bis-(4-aminobenziloksi)-26,28-dibenziloksikaliks[4] aren
(6)

3.3 Sentezlenen Bilesiklerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin incelenmesi

Bu calismada sentezlenen bilesiklerin, 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,26,27,28-
tetrahidroksikaliks[4]aren (1); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25, 27-bisbenziloksi-26,28-
dihidroksikaliks[4]aren  (2); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-
diasetoniloksikaliks[4]aren (3); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-
karbonilmetoksikaliks[4]aren (4); 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis-(4-
nitrobenziloksi)- 26, 28-dibenziloksikaliks[4]aren (5); 5,11,17,23-ter-biitil-25,27-bis-(4-
aminobenziloksi)-26,28-dibenziloksikaliks[4]aren (6) bilesiklerinin antimikrobiyal
aktiviteleri yoniinden incelemeleri yapilmistir. Bunun i¢in gram (-) bakterilerden E.coli
ve gram (+) bakterilerden ise S.aureus, sporlu bakteri Bacillus subtilis, kapsiillii bakteri
Pseudomonas aeruginosa ve Candida glabrata mayasit kullanildi. Bu testlerde

kullanilan standart suslar, Usak Universitesi Saghik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu
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Tibbi Hizmetler Ve Teknikler Bolimii Arastirma Laboratuvar’ ndan temin edildi ve

calismada ayni1 laboratuvarda gergeklestirildi.

Calismada kullanilan test bakterileri Niitrient Broth siv1 besiyeri ortaminda 37 °C’ de 24
saat inkiibe edilerek aktiflestirildikten sonra 0.5 Mac Farland (10® mikroorganizma / ml)
bulanikligina gore hiicre yogunluklari ayarlandiktan sonra antimikrobiyal aktiviteyi
saptamak i¢in kullanilmistir. Bu amagla steril ekiivyon c¢ubuklar1 bakteri igeren
besiyerine daldirilarak Miiller Hinton Agar (MHA)l petri kaplarina tim yiizeyi
kaplayacak sekilde ekim yapilmistir. 0.05 gr test maddesi 100 pl kloroform igerisinde
siispanse edildikten sonra 20 pl olacak sekilde ayr1 ayr1 disklere emdirilmistir. Diskler
petri plaklar1 {izerine yerlestirilerek 24 saat 37°C’ de inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 Slgiilmiistiir.
Ayrica negatif kontrol olarak metanol, pozitif kontrol olarak VA; Vankomisin, C;

Kloramfenikol; P; Penisilin; TE; Tetrasiklin, E; Eritromisin kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kaliksaren Bazh Iyonoforlarin Sentezi

Bu calismada  ama¢  fenolik  oksijenlerden  fonksiyonlandirilan  p-ter-
biitilkaliks[4]arenlerin literatiire gore sentezi ve bunlarin gesitli bakteri ve mantarlara

kars1 antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirilmasidir.

Calismaya baslangi¢c maddesi olarak kullanilan p-ter-biitilkaliks[4]aren (1) literatiirdeki
(Gutsche 1990) metodlara p-tert-biitilfenol ve formaldehitin NaOH varligindaki

kondensasyon reaksiyonuna gore sentezlenerek baslandi.

Sekil 4.1 p-ter-biitilkaliks[4]aren

Daha sonra bu p-ter-biitilkaliks[4]Jaren bilesigi farkli siibstitiientler kullanilarak
fonksiyonlandirildi. Bunun ig¢in p-ter-biitilkaliks[4]aren bilesigi benzil bromiir ile
asetonitrilin ¢6ziicii oldugu ortamda K;COjz’ 1 baz olarak kullanilmasi ile
etkilestirilerek p-ter-biitil-25, 27-bis- (benziloksi)-26, 28-dihidroksi kaliks[4]aren (2)
elde edildi (Tabakg1 2004). Reaksiyon takibi ITK ile yapildi.

2 nolu bilesige ait NMR spektrumu sonuglarina bakildiginda bilesigin konformasyonuna
ait bilgi elde edilebilir. Buna gore; 3,26 ve 4,41’ de gozlenen Ar-CH,-Ar protonlarina
ait bir ¢ift dublet pikin gdézlenmesiyle yapiin koni konformasyonuna sahip oldugu

belirlendi.
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Elde edilen 2 nolu bilesik NaH varliginda susuz THF’ in ¢6ziicli oldugu ortamda metil
bromasetat ile etkilestirilerek (3) nolu bilesik elde edildi. Reaksiyon takibi ITK ile
yapildi ve FT IR’ da 1770 cm civarinda ester karbonil (C=0) grubuna ait keskin pikin

olusmasiyla reaksiyonun gerceklestigi anlasildi.

2 nolu bilesik yukarida 3 nolu bilesigin elde edilme metoduna benzer sekilde bu sefer
bromaseton ile etkilestirilerek %68 verimle (4) nolu bilesik elde edildi. Reaksiyon takibi
yine ITK ile yapildi ve FT IR’da 1758 cm™ deki keton karbonil (C=0) grubuna ait

keskin pikin olugsmasiyla reaksiyonun gergeklestigi anlasildi.

2 nolu bilesik literatiire uyarlanarak (Gutsche 1983) NaH’ {in varliginda susuz THF:
DMEF’ in ¢6ziicli olarak kullanilmastyla p-nitro benzil bromiir ile etkilestirilerek p-ter-
biitil-25, 27-bis-(4-nitrobenziloksi)-26,28-dibenziloksi kaliks[4]aren (5) elde edildi.
Reaksiyonun tamamlanip tamamlanmadigi ITK ile takip edildi. Ayrica fenolik
oksijenlere ait 3200 cm™ deki genis pikin kaybolmasiyla ve 1500 cm™ de NO, grubuna

ait pikin olusmasiyla reaksiyonun gergeklestigi anlasildi.

Daha sonra 5 nolu bilesigin yapisinda bulunan -NO; gruplart amin grubuna (-NH,)
indirgendi. Bu amagla literatiire (Akkus 2002) gore 5 nolu bilesigin Etilasetat: Metanol
(2:1) karisimindaki ¢6zeltisine Raney-Ni ve hidrazin hidrat (N2H4.H20) ile etkilestirildi.
Boylece % 71 verimle p-tert-biitil-25,27-bis-(4-aminobenziloksi)-26,28-dibenziloksi
kaliks[4] aren (6) sentezlendi.

Reaksiyonun tamamlanip tamamlanmadigi ITK ile izlendi ve ayrica IR spektrumunda
1500 cm™ deki bandin ortadan kaybolup 3400 civarindaki NH’ ye ait ¢ift omuzlu
pikin olugmasiyla indirgenme isleminin gerceklestigi anlagildi.

4.2 Antibakterial ve Antifungal Ozelliklerin Incelenmesi

Bu c¢alismada mikroorganizma tiirlerinden S.aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa, Candida glabrata, ve E.coli kullanildu.
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4.3 Disk difiizyon yontemi

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali bilesiklerin doymus ¢ozeltisi (10 uL) 6 mm ¢apinda bos steril
disklere emdirilmistir. Bakteri kiiltiirleri 0.5 Mc Farland (McF)’ a gelinceye kadar
Nutrient Broth (NB)’ da 37°C’ da inkiibasyona birakilmistir. 0,5 Mc Farland
standardina gore ayarlanan bakteri siispansiyonlar1 agar besiyeri bulunan petri kaplarina
steril pamuklu silgi¢ler kullanilarak ekilmistir. Bakteri ekimleri yapilan diskler
besiyerinin (Nutrient Agar) ylizeyine yerlestirilerek oda sicakliginda yarim saat
bekletilip 24 saat 37°C’ da inkiibasyona maruz birakilmistir. Bu siirenin sonunda petri

kaplarinda olusan zon ¢aplari 6l¢lilmiistiir.

Eger bilesik toksik ozellikte ise, 6rnegin etrafinda mikrobiyal gelisimi inhibe edecek
boylece mikroorganizmalarin ¢ogalmasi duracak ve zonlar olusacaktir. Difiizyonla
olusan bu zon genislikleri ¢alismada kullanilan bilesigin antibakteriyel ya da antifungal
etkisinin olup olmadigim gostermektedir. Ureme siiresinin sonunda bu zon gaplari

milimetrik bir cetvel yardimiyla 6l¢iilerek Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1 Disk difiizyon yontemi sonucunda olugan inhibisyon zon ¢aplart (mm)

Mikroorganizma Pozitif Kontrol 1 2 3 4 5 6
VA(30) P(10) C(30) E(15) TE(30)

S.aureus 21 33 22 17 27 - - 12 22 11 -
ATCC25923

Bacillus subtilis 26 27 29 30 23 - 11 - - - 12
Pseudomonas - - - 15 17 - - 13 13 12 -
aeruginosa

ATCC27853

Candida - - - - - - 7 10 9 12 -
glabrata

E.coli 15 11 9 - 28 - - 10 11 12 -
ATCC35218

VA; Vankomisin, C; Kloramfenikol; P; Penisilin; TE; Tetrasiklin, E; Eritromisin PK; Pozitif Kontrol
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1 Sentez Calismalari

Bu c¢alismada 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren  (1);
5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bisbenziloksi-26,28-dihidroksikaliks[4]aren (2);
5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-diasetoniloksikaliks[4]aren  (3);
5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis(benziloksi)-26,28-karbonilmetoksikaliks[4]aren (4);
5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-bis-(4-nitrobenziloksi)-26,28-dibenziloksikaliks[4]aren

(5); 5,11,17,23-ter-biitil-25,27-bis-(4-aminobenziloksi)-26,28-dibenziloksikaliks[4]aren
(6) bilesiklerinin literatiirdeki metotlara gore sentezlenmesi ve bu bilesiklerin biyolojik

aktivitelerinin incelenmesi gerceklestirilmistir.

Bunun i¢in oOnce, baslangic maddesi olarak kullanilan 5,11,17,23-tetra-ter-
biitilkaliks[4]aren 1 bilesigi sentezlendi (Gutsche 1990).

Bu p-ter-biitilkaliks[4]aren bilesigi fenolik-O’ leri {izerinden farkli fonksiyonel
gruplarla fonksiyonlandirilarak once distibstitiie kaliks[4]aren bilesikleri daha sonra
kalan diger fenolik-O’ ler tekrar fonksiyonlandirilarak tetra siibstitiie kaliks[4]aren
tirevleri elde edildi. Ik bilesik 2 literatiire gore sentezlendi (Tabakgi 2004).
Reaksiyonun tamamlandig1 ITK’ da baslangi¢ bilesiginin kaybolmasiyla anlasildi. Elde
edilen 2 nolu bilesigin NMR spektrum degerlerine bakildiginda koni konformasyonda
oldugu goriilmektedir. Ciinkii bu bilesigin NMR spektrumunda Ar-CHj-Ar protonlarina
ait 3,26 ve 4,41’ de bir ¢ift dublet piki bulunmaktadir.

3 nolu bilesik yine literatiire gore sentezlendi (Karakii¢iik 2004). Reaksiyon takibi ITK
ile yapildi. Ayrica FT IR’ da 3300 cm™ deki fenolik-OH pikinin kaybolup 1770 cm™

civarinda ester karbonil (C=0) pikinin olusmasiyla reaksiyonun gerceklestigi anlasildi.

4 nolu bilesik, yukarida 3 nolu bilesigin elde edilme metoduna benzer sekilde literatiire

gore sentezlendi (Karakiigiik 2004). Reaksiyon takibi yine ITK ile yapildi ve FT IR’ da
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3300 cm™ deki fenolik-OH pikinin kaybolup 1758 cm™ deki keton karbonil (C=0)

grubuna ait pikin olusmastyla reaksiyonun gerceklestigi anlasildi.

5 nolu bilesik literatiire gore elde edildi (Akkus vd. 2009). Reaksiyonun tamamlanip
tamamlanmadigi ITK ile takip edildi. Ayrica fenolik oksijenlere ait 3300 cm™ deki

1

genis pikin kaybolmasiyla ve 1500 cm™ de NO, grubuna ait pikin olusmasiyla

reaksiyonun gerceklestigi anlasildi.

6 nolu bilesigin yapisinda bulunan -NO;, gruplar literatiire gore amin grubuna (-NH)
indirgendi (Akkus 2002). Reaksiyonun takibi ITK ile yapildi. Ayrica FT IR
spektrumunda 1500 cm™ deki bandin ortadan kaybolup 3400 civarindaki NH,’ ye ait

¢ift omuzlu pikin olusmasiyla indirgenme isleminin gerceklestigi anlasildi.
5.2 Antimikrobiyal Calismalar

Bu c¢alismada sentezlenen bilesiklerin, antimikrobiyal etkiye sahip olup olmadiklarini
gormek icin, mikrobiyal ¢aligmalart yapildi. Bunun i¢in mikroorganizma tiirlerinden
S.aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida glabrata, ve E.coli
kullanildi. Orneklerle karsilastirma amagcli olarak pozitif kontrol antibiyotiklerinden
(vankomisin, kloramfenikol, penisilin. tetrasiklin, eritromisin) kullanildi. Calisilan
bilesik toksit Ozellige sahip oldugunda bu bilesigin etrafinda mikroorganizmalarin
cogalmasi duracak ve zonlar olusacaktir. Difiizyonla olusan bu zon genislikleri
calismada kullanilan bilesigin antibakteriyel ya da antifungal etkisinin olup olmadigini

gostermektedir.

Cizelge 4.1’ deki verilen degerlerden, maddelerin 7-14 mm inhibisyon zon ¢aplari
Olclilmiistiir. Maddelerin zon c¢aplar1 nekadar biiyiilkse o oranda antimikrobiyal etki
gostermektedir. Maddelerin inhibisyon zon c¢aplari pozitif kontrol antibiyotikleri
(vankomisin, kloramfenikol, penisilin. tetrasiklin, eritromisin) ile kiyaslandiginda, bazi
maddelerin bazi bakterilere kars1 giiclii antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.
Cizelge 4.1’ e bakildiginda; baslangic maddesi olarak sentezlenen 5,11,17,23-tetra-ter-
biitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren (1)’ in hi¢ bir bakteri tiiriine karsi
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antibakteriyal oOzelliginin olmadigi goriilmektedir. 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27-
bisbenziloksi-26,28-dihidroksikaliks[4]aren (2) bilesigin de bakterilere karsi yine
onemli Olclide etkili olmadigr goézlendi. Sentezlenen 3 nolu bilesigin S.aureus
bakterisine karsi pozitif kontrol olarak kullanilan vankomisin, Kkloramfenikol ve
tetrasiklin kadar antimikrobiyal etki gosterdigi goriilmektedir. Pseudomonas aeruginosa
bakterisine karst 3, 4 ve 5 nolu bilesiklerin oldukca etkili oldugu goriilmektedir.
Candida glabrata tiiriine kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerin hig¢bir
etkisi gozlenmezken 2, 3, 4 ve 5 numarali bilesiklerin antimikrobiyal etkisi
goriilmektedir. 2 ve 6 nolu bilesiklerin diger hi¢bir bakteriye karsi etkisi goriillmezken
Bacillus subtilis bakterisine kars1 az da olsa etkili olduklar1 goriilmektedir. E.coli tiiriine
kars1 yine 3,4 ve 5 numarali bilesiklerin kloramfenikol ve penisilin kadar etkili oldugu

goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar literatiirle uyum halindedir. Yapilan bagka bir ¢aligmada ise tetra-
p-guanidinoetil-kaliks[4]aren ve bunun disiibstitiie eter tiirevlerinin 2,20-bitiyazol veya
2,20-bipiridil metil gruplart ile p-guanidinoetil fenol ve tiirevleri sentezlenmistir. Daha
sonra bu bilesiklerin gram pozitif ve gram negatif referans bakterilerine karsi
antibakteriyal ozellikleri incelenmistir. Calisma sonucunda sentezlenen fenolik bilesik
tiirevlerinin kaliksaren tiirevlerinden daha diisiik aktivite gostermistir (Mourer et al.
2009).

Mourer ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 diger bir ¢alismada ise ¢esitli poli yiiklii
kaliks[4]aren tlirevlerinin H37Rv bakterisine karsi anti-mikrobiyal o6zelliklerini
incelemislerdir. Siilfonat karboksilat ve fosfonat anyonik tiirlerinin higbiri aktivite
gostermezken siibstitiie olmayan 5,50-dimetil-2,20-bipiridil tiirevlerinin mikro seviyede

aktif oldugunu gozlemlemislerdir (Mourer et al. 2012).

Benzer bir calisma Akkus ve arkadaslari tarafindan yapilmistir (Akkus vd. 2015).
Aragtirmacilar burada primidiltioamit fonksiyonel grubu tasiyan p-ter-biitilkaliks[4]aren
sentezleyerek bununmikrobiyal aktivite c¢alismasini yapmislardir. Elde ettikleri

sonuglara gore; bu bilesigin Salmonella typhimurium NRRLB 4420, Bacillus cereus
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ATCC 11778, Stapylococcus aereus MRRL B767, Bacillus subtilis NRS 744 bakteriler

tizerinde 1iyi bir antibakteriyel etkisi oldugunu gozlemislerdir.

Yapilan bagka bir calismada Sayin ve arkadaslar1 iki yeni flavin siibstitiientli
kaliks[4]aren bilesiklerini sentezlemisler ve bunlarin biyolojik aktivite ¢alismalarini
yapmiglardir (Sayin vd. 2011). Bu calismalarinin sonucunda her iki bilesigin de

Escherichia coli bakterisine kars1 onemli bir aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan baska bir ¢alismada Roger ve arkadaslar1 57 ¢esit kaliksaren tiireviiizerinde
antimikrobiyal inceleme yapmis ve c¢alismalari sonucunda —SO3H grubu igeren
kaliksaren tiirevlerinden biri olan p-sulfonatokaliks[4]aren‘ in ve aminokarbonil p-iPr-
kaliks[4]aren’ in, Fusarium solani f. sp. mori (F.s-26) adli mantarin biiylime oranini
%60-70 oraninda engelledigini ortaya koymustur. p-sulfonatokaliks[4]aren® in ise,
Rosellinia necatrix (R-8) ve Colletotrichum dematium (C.d.8901) mantarlarina karsi
milkemmel bir segici antimikrobiyal etkiyi sahip oldugunu ortaya koyarken diger
yandan Corynebacterium bakterisine karsi, yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu ortaya koymustur. Aminokarbonil p-iPr-kaliks[4]aren’ in, Corynebacterium
bakterisine kars1, diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. C-
nonylresorcin[4]aren’ in Fusarium solani f. sp. mori (F.s-26)’ mantari iizerinde giicli
bir etkiye sahip olmadigini ortaya koyarken, Corynebacterium bakterisine karsi, diisiik
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. p-fenilazokaliks[4]aren’ in,
Corynebacterium bakterisine karsi, diisiilk antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
ortaya koymustur (Roger et al. 2001).

Yapilan baska bir ¢alismada ise Saba ve arkadaslar1 5,11,17,23-tetranitro-25,26,27,28-
tetrahidroksikaliks[4]aren’ i uygun reaksiyonlarla sentezlemis ve ardindan biyolojik
aktivitesini incelemislerdir. 5,11,17,23-tetranitro-25,26,27,28-
tetrahidroksikaliks[4]aren’ in Escherichia coli ATCC 8739 bakterisi tizerinde daha etkili
oldugunu, bakterinin yayilmasim engelledigini; Staphylococcusaureus ATCC 10231 ve
Streptococcus viridans ATCC 12392 bakterilerine kars1 E. coli’ ye kiyasla daha az etkili
oldugunu ortaya koymustur. 5,11,17,23-tetranitro-25,26,27,28-
tetrahidroksikaliks[4]aren’ in, ayrica Aspergillus niger ATCC 16404, Aspergillus flavus
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ATCC 90906 ve Candida albicans ATCC 32333 isimli 3 mantar iizerinde oldukga etkili
oldugunu; 3’ i arasinda bir kiyas yapilirsa A. niger mantaria kars1 daha etkili oldugu
ortaya koyulmustur (Saba et al. 2014).

Yapilan baska bir deneysel c¢alismada ise Grare ve arkadaslari, para-
guanidinoetilkaliks[4]aren’ in in vitro antibakteriyel aktivitesi degerlendirilmis ve
kurucu monomeri para-guanidinoetilfenol’ tinki ile karsilastirilmistir. Yaygin olarak
kullanilan bir antiseptik olan hekzamidin ve eski bir antidiyabetik ve anti-trippanozomal
bilesik olan synthalin A referans olarak se¢ilmistir. Caligmada kullanilan bakteri tiirleri
ise Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve ATCC
29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
belirlenmis olup para-guanidinoetilfenol ve sentalin A igin antibakteriyel aktivitesi
gozlenmezken; Buna karsilik para-guanidinoetilkaliks[4]aren ve heksamid’ in: hem
gram pozitif hem de gram-negatif bakteriler tizerinde genis bir antibakteriyel spektruma
sahip oldugu gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak, monomerine gore, para-
guanidinoetilkaliks[4]aren’ nin genis spektrumlu yeni bir ajan veya antimikrobiyal

kemoterapide yardimci bir madde oldugu dogrulanmaktadir ( Grare et al. 2007).

Bu tez cgalismasinda elde edilen kaliksaren tiirevleri ile birlikte yukarida belirtilen
caligmalar neticesinde elde edilen tetra fonksiyonel kaliks[4]aren bilesikleri bakterilere
ve mantarlara karsi, gelecekte yapilacak antimikrobiyal ¢alismalarda kullanilanim alani
bulabilir. Boylece enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde 6nemli bir rol oynayan yeni
antimikrobiyal ajanlar elde edilerek tedavilerin dogru ve etkin bir sekilde yapilmasina

katk1 saglanabilir.
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EK-2 Sentezlenen Bilesiklere Ait 'H NMR Sonuclarn
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