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Doc¢. Dr. Ali BILGIC
Prof. Dr. Ahmed Nuri KURSUNLU

Geleneksel antibiyotiklere kars1 artan direncin canli organizmalar {izerindeki birgok olumsuz etkisi
nedeniyle yeni antibiyotik siniflarinin geligtirilmesi zorunlu hale gelmis ve bu sorunun ¢oziimii icin
makrosiklik bilesikler 6n plana ¢ikmistir. Bu tezde, on ve bes kinolin birimi igeren iki adet Pillar[5]arenler
tirevi sentezlendi. Bu iki makrohalkali yap1 pillar-1 ve pillar-2 olarak kisa ismiyle isimlendirildi. Daha
sonra hazirlanan bu bilesiklerin Cu(Il) ve Zn(II) kompleks bilesikleri sentezlendi. Elde edilen yapilar
ihtiyaca gore manyetik duyarhlik, FT-IR, element analizleri, HNMR, *C NMR, erime noktasi gibi
metotlarla karakterize edildi. Ayrica antimikrobiyal etkileri makrosiklik ligandlarla karsilagtirmak igin
¢inko (II) ve bakir (II) kompleksleri hazirlandi. Kompleks bilesiklerde metal:ligand oranlar1 Job yontemiyle
on ve bes kinolin birimi igeren makrohalkali yapilar i¢in sirasiyla 1:2 ve 1:1 olarak belirlendi. Bakir (II)
kompleksleri paramanyetik karaktere sahip olup Bohr magnetonu sirasiyla 1,83 BM ve 1,87 BM’dir. Cinko
kompleksleri ise diyamanyetik karaktere sahip olduklari i¢in BM degerleri hesaplanmamistir. Hedef
makrosiklik ligandlar (Pillar 1 ve 2) ve bunlarin metal kompleksleri (Cu(Il) ve Zn(II)) Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Klebsiella pnémoni bakterilerine karsi
antimikrobiyal 6zellikleri arastirildi. ATCC 70603, Salmonella enteritidis ATTC 13076, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATTC 11778, Sarcina lutea ATCC 9341 ve maya Candida
albicans NRRL Y417 i¢in s1v1 besiyeri mikrodiliisyon yontemi kullanilarak hazirlandi. Pillar 1, S. aureus
(MRSA), B. cereus, C. albicans ve P. aeruginosa mikroorganizmalari i¢in sirasiyla 23.43, 46.87, 93.75 ve
187 ug/mL olarak belirlenen optimum MIK degerlerine sahip oldugu belirlendi. Ayrica Pillar 2-Cu(Il)
kompleksinin MRSA, B. cereus ve C. albicans suslarina kargi miikkemmel bir antimikrobiyal ajan oldugu
ve her iki bakteri igin MIK degerleri 3,9 pg/mL olarak belirlendi. Hedef makrosiklik ligandlarin metal
kompleksleri, reaktanlardan ve hedef makrohalkalardan daha antimikrobiyal etkiye sahip oldugu sonucuna
varildi. Bununla beraber Gram negatif mikroorganizmalara gore Gram pozitif tiirevler i¢in bu bilesiklerin
daha iyi antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 sonucuna varildu.

Anahtar Kelimeler: Pillar[5]aren, Kinolin, Antibakteriyel, Bakir, Cinko, Kompleks,
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PILLAR [5] PREPARATION OF COPPER/ZINC COMPLEXES OF ARENE-
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Due to the many negative effects of increasing resistance to traditional antibiotics on living
organisms, the development of new antibiotic classes has become necessary and macrocyclic compounds
have come to the fore to solve this problem. In this thesis, two Pillar[5]arenes derivatives containing ten
and five quinoline units were synthesized. These two macrocycle structures were named pillar-1 and pillar-
2. Then, Cu (llI) and Zn (lI) complex compounds of these prepared compounds were synthesized. The
obtained structures were characterized by methods such as magnetic susceptibility, FT-IR, elemental
analysis, IHNMR, 13C NMR, melting point, as needed. Additionally, zinc(Il) and copper(ll) complexes
were prepared to compare the antimicrobial effects with macrocyclic ligands. Metal:ligand ratios in
complex compounds were determined by the Job method as 1:2 and 1:1 for macrocyclic structures
containing ten and five quinoline units, respectively. Copper (I11) complexes have paramagnetic character
and the Bohr magneton is 1.83 BM and 1.87 BM, respectively. BM values were not calculated because zinc
complexes have diamagnetic character. Target macrocyclic ligands (Pillar 1 and 2) and their metal
complexes (Cu(ll) and Zn(I1)) were investigated for their antimicrobial properties against Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Klebsiella pneumonia bacteria. Broth for
ATCC 70603, Salmonella enteritidis ATTC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus
ATTC 11778, Sarcina lutea ATCC 9341 and yeast Candida albicans NRRL Y417 was prepared using the
microdilution method. Pillar 1 was determined to have optimum MIC values for S. aureus (MRSA), B.
cereus, C. albicans and P. aeruginosa microorganisms as 23.43, 46.87, 93.75 and 187 pg/mL, respectively.
Additionally, Pillar 2-Cu(ll) complex was found to be an excellent antimicrobial agent against MRSA, B.
cereus and C. albicans strains, and the MIC values for both bacteria were determined as 3.9 pg/mL. It was
concluded that metal complexes of target macrocyclic ligands have more antimicrobial effects than
reactants and target macrocycles. However, it was concluded that these compounds had better antimicrobial
effects for Gram-positive derivatives than for Gram-negative microorganisms.

Keywords: Antibacterial, Copper/Zinc metal complex, Pillar[5]arene
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1. GIRIS

Antibiyotiklerin kesfi, insan saglig1 agisindan 6nemli bir doniim noktas1 olmustur.
1928'larda penisilinin kesfedilmesinden bu yana, patojenik bakterilerin neden oldugu
enfeksiyon sorunlarini ¢6zmeyi amaglayan farkli tipte ilgi ¢ekici antimikrobiyaller
gelistirilmistir. Bununla birlikte, antibiyotiklerin kesfiyle neredeyse es zamanl olarak,
mevcut tedavilere direngli bakterilerle karsilasilmistir (Allen ve ark., 2010). Bu sorunun
temelinde mikroorganizmalarin olaganiistii diren¢ gelistirme mekanizmalarina sahip
olmalarinin yani sira bilingsiz antibiyotik tiiketiminin de 6énemli bir etkisi olmustur. Son
20 yilda hizla artan ve kontrol edilemeyen ¢oklu ilaca direncli (MDR) bakterilerin neden
oldugu antimikrobiyal ilaglara kars1 diren¢ sorunu mevcut cagda 6nemli bir kiiresel tehdit
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Insan saghig icin ¢oziilmesi gereken en acil sorunlardan

biri antibiyotik direncidir (Baptista ve ark., 2018).

Geleneksel antibiyotiklere karsi direng probleminin toplum {izerinde bir¢ok
olumsuz etkisi vardir. Ilaca direngli bakteriyel enfeksiyonlar, daha fazla ilag dozuna, daha
yiiksek tibbi maliyetlere, daha uzun siireli hastanede kalmaya ve mortalitenin artmasina
neden olmaktadir (Pelgrift ve Friedman, 2013). Bu nedenle yeni antibiyotik siiflarinin
aragtirtlmasina devam edilmekte olup son zamanlarda makro halkali yapilarin
(kaliksaren, siklodekstrin, ta¢ eterler) antibakteriyel, antifungal, ozelliklerinin
aragtirtlmasi ilgi uyandirmistir. Buna ragmen bu bilesiklerin sentezi diisiik verim,
saflagtirma giicliikleri ve ¢ok basamakli prosesler icerdigi i¢in daha az tercih edilmesine
sebep olmustur (Cho ve ark., 2007). Pillararen makro halkalari, kukurbiturilleri,
siklodekstrinleri, kaliksarenleri ve tac eterleri izleyen supramolekiiler kimyanin yeni
basrol oyuncularidir (Ogoshi ve ark., 2008). 2008 yilinda Ogoshi tarafindan rapor edilen
Pillar[n]arenler son yillarda pek ¢ok bilim alaninda talep almaya bagladi (Ogoshi ve ark.,
2008). Mevcut isimlendirmeyle Pillar[n]aren olarak bilinir ve burada [n], makro
halkadaki aromatik halkalarin sayisini1 gosterir. 5 tiyeli bir makrohalka olan Pillar[5]aren
konformasyonel olarak kararlidir ve aromatik halkalarin 2-5 pozisyonlar1 arasindaki

baglant1 nedeniyle parasilafonun makrohalka ailesinin bir parcasidir.



1.1 Supramolekiiler Kimyanin Tamitimi ve Kapsami

1.1.1. Supramolekiiler kimyanin tarihsel gecmisi

Supramolekiiler kimya, molekiiliin 6tesindeki kimya olarak tanimlanir. Bu
arastirma alam gecen yiizyilda, aralarinda Nobel Odiilii sahibi Lehn, Cram ve Pedersen'in
de bulundugu, birlesik arastirma alanlarindaki birgok arastirmaci tarafindan
baslatilmistir. Bunlardan biri olan Lehn, supramolekiil kelimesini icat etti (Pedersen,
1967; Lehn, 1988); bu kelimeyle supramolekiiler kimya, molekiiller arasi kuvvetler
tarafindan bir arada tutulan iki veya daha fazla kimyasal tiirlin birlesiminden kaynaklanan
daha yiiksek karmasikliga sahip organize varliklara dayanan molekiiliin 6tesindeki
kimyadir. Supramolekiiler yapilar, van der Waals etkilesimi, elektrostatik etkilesim,
hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim, koordinasyon vb. dahil olmak tizere ¢esitli kovalent
olmayan etkilesimlerin bir sonucudur ve bunlardan bazilar1 genellikle tek bir
supramolekiiler kompleks icinde is birligi icinde calisir. Daha da 6nemlisi, olusturulan
supramolekiiler komplekslerin 6zellikleri, bireysel bilesenlerin toplaminin ¢ok
Otesindedir.

Supramolekiiler kompleksler c¢esitli etkilesimlere dayandigindan, siiper
molekiillerin boyutlart molekiiler boyuttan makroskobik boyuta kadar genis Olciide
farklilik gosterir. Supramolekiillerin en kiigiik kategorisi, konak-konuk kompleksi olarak
adlandirilan komplekstir. Konak konuk kompleksleri, molekiiler tanima yoluyla spesifik
olarak iliskilendirilen molekiil veya iyon ¢iftleridir (Thoma ve Koshland Jr, 1960).
Molekiiler taninma on dokuzuncu yiizyilin ortalarinda kadar tartigilmisti. Molekiiler
tanimanin kokenine iliskin agik bir kilometre tasinin, 1894 yilinda Emil Fischer
tarafindan Onerilen kilit ve anahtar ilkesi oldugu diisiiniilmektedir. Benzer sekilde,
1950'lerde, dogal iiriinlerin, aralarinda molekiillerin de bulundugu belirli molekiilleri
taniyabildigi biliniyordu. Charles Pedersen, ta¢ eteri 1967'de molekiiler tanima
kapasitesine sahip ilk yapay konak¢1 molekiil olarak kesfetti. Donald Cram, bu konsepti
genis molekiiler sistemler yelpazesinde gelistirerek kimyada yeni bir alan olan konakgi-
konuk kimyasini kurdu. Son olarak, 1978'de Jean-Marie Lehn, konak-konuk kimyasi ve
molekiiler montaj kimyasi dahil olmak tizere ilgili kimyasal alanlar1 supramolekiiler

kimyada birlestirdi (Pedersen, 1967; Lehn, 1988).



TN R
[o oj R{‘“H %R

C)c+‘—>’ \,\,/\\

Sekil 1.1 (A) tac eterler, (B) karboksilik asit dimer, (C) kilit ve anahtar prensibi ve (D) kriptanlarin
gosterimi.

1.1.2. Supramolekiiler kimyaya giris

Supramolekiiler kimya, bireysel molekiillerin kendisinden daha karmasik olan
molekiiler diizeneklerin kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zelliklerini igeren disiplinler
arast bir bilim alamdir. Iki veya daha fazla kimyasal varligin organize bir sekilde
molekiiller aras1 baglanma etkilesimlerinden kaynaklanan siiper molekiillerin yapilarinin
ve fonksiyonlarinin incelenmesidir (Steed ve ark., 2007). Geleneksel kimya kovalent
baga odaklanirken, supramolekiiler kimya, molekiiller arasindaki daha zayif ve geri
dontisiimlii kovalent olmayan etkilesimleri inceler. Bu etkilesim sinifi, genis bir baglanma
enerjileri araligin1 kapsar ve hidrojen bagi, dipol-dipol ve iyon-dipol etkilesimleri gibi
elektrostatik etkilesimleri ve van der Waals, p-p etkilesimleri ve dispersiyon etkilesimleri
gibi hidrofobik etkilesimleri kapsar.

Supramolekiiler diizeneklerin boyutlart nanometreden mikrometreye kadar
degisebilir. Jean-Marie Lehn, supramolekiiler kimyay1 ¢ok yerinde bir sekilde bir 'bilgi
bilimi' olarak tanimladi (Lehn, 1988). Biiyiikk bir karmagik diizenegin yaratilmasina
yonelik talimat seti, onu olusturan bilesenler iginde yer aliyor. Doga, supramolekiiler
kimyanin en muhtesem Orneklerini sunar. Enzim-substrat kompleksi, DNA yapisi,
karmasik paketleme ve replikasyon mekanizmalar1 ve protein-protein etkilesimlerinin
tiimii, supramolekiiler kimyanin is basindaki &rnekleridir. Ornegin, oktahedral demir

depolama kabi ferritini gibi stipermolekiiller, daha biiytlik yapiya dogru entegrasyonlari



icin kesin bilgiler igeren bir¢ok daha kiiciik tekrarlanan alt birimden birlestirilir.
Supramolekiiler diizenekler hem kiimenin stabilitesini hem de olusum ve yeniden
diizenlenme mekanizmasini etkileyen is birligini gosterir. Supramolekiiler diizeneklerin
ayrintili mekanik ¢alismalari, yalnizca kendi kendine diizenlenme siireglerini anlamak
icin degil, ayn1 zamanda belirli uygulamalara yonelik diizenekleri tasarlamak icin de

Onemlidir.

Sekil 1.2 Kendi kendine birlesen yapinin bir 6rnegi olarak bir DNA ¢ift sarmalinin temsili

Supramolekiiler kimyanin en biiyiik ilgi alanlarindan biri, dinamik ve uyaranlara
duyarl 6zelliklere sahip, yapisal olarak iyi tanimlanmis mimarilerin tasarimidir. Birden
fazla bilesenden kendi kendine birlesen dinamik ve uyarlanabilir supramolekiiler
malzemeler, malzeme ve ilaglarda gesitli uygulamalar bulacaktir. Supramolekiiler kimya
alanindaki bir dizi temel ¢alisma, birka¢ molekiiller arasi etkilesimin dikkatli bir sekilde
birlestirilmesiyle kovalent olmayan komplekslerden daha karmasik ve islevsel
malzemelerin tasarlanabilecegini gostermistir. Bir protein ile bir ilag veya bir katalizor
ile onun substrati veya bir makrosiklik konak¢i ile bir konuk arasindaki kimyasal
etkilesimler; nanomalzemelerin kendiliginden birlesmesi ve hatta bazi kimyasal
reaksiyonlara kovalent olmayan etkilesimler hakimdir. Kendi kendine toplanma igin bir
iskelenin kullanilmas1 6zellikle ilging bir secenektir, ¢iinkii bir iskele, zayif sekilde
etkilesime giren molekiillerin iyi tanimlanmis kendi kendine birlesen mimarilere
organizasyonunu yonlendirebilir. Bu supramolekiiler katalitik, foto fiziksel, elektronik
veya redoks oOzellikleri gibi genis islevsellige sahiptir ve sensorler, bilgi depolama
malzemeleri ve nano cihazlar icin ideal yap: taglaridir. Son yillarda bilim insanlari,
hedeflenen ila¢ dagitimindan fonksiyonel malzemelerin gelistirilmesine kadar ¢esitli
uygulamalar1 basarmak amaciyla nano 6l¢ekli diizenekler ve yapilar olusturma yoniinde

biiytik ilerlemeler kaydedildi.



1.1.3. Konak- Misafir Kimyasi

Ev sahibi-konuk kimyasi, molekiiler bilesenleri uygun se¢im kriterleri altinda
tasarimlara gore yonlendirip baglayabildigi i¢in supramolekiiler kimyanin 6n saflarinda
yer almaktadir. Tipik olarak konakg¢i-konuk kompleksleri, uygun ‘'konuk' (G)
molekiillerini kendi bosluklari i¢inde kapsiillenerek bir 'konaker' (H) olarak islev goren
makrosiklik bir kaviten molekiiliinden olusur. Gerekli steril ve yiik 6zelliklerini
karsilayan konuk molekiiller, konak¢1 sistem tarafindan baglanabilir veya tutulabilir. Bu
tiir supramolekiiler diizenekler nispeten zayif kovalent olmayan etkilesimlerle bir arada
tutuldugundan, bu kuvvetlerin tercihli afinitesi ve komplekslerin stokiyometrik
diizenlemeleri, konuklarin fizikokimyasal 6zelliklerinde 6nemli bir modiilasyona neden
olur. Birden fazla ev sahibinin veya misafirin isbirlik¢i bir baglanma veya rekabetgi bir
yer degistirme mekanizmasi yoluyla es zamanli olarak iliskilendirilmesi, farkl 6zelliklere
sahip yeni bir araya getirilmis sistemler olusturmak icin bagka bir fikirdir. Bir dizi
tetikleyiciye yanit olarak diizenegin olusumu ve ayrismasi lizerinde kesin kontrol, bu
ozellik birgok biyolojik sistemdeki substrat-katalizor (kilit-anahtar 6zgiilliigii)
baglanmasina ¢ok benzediginden zorlu olmaya devam etmektedir. Bu biyomimetik
ozellikler, sentetik konak-misafir sistemlerini tedavi ve teshis olusturma agisindan g¢ekici
araclar haline getirmektedir (Thoma ve Koshland Jr, 1960).

Makromolekiilleri olusturmak icin en Onemli bilesen olan tamamlayict
etkilesimler, makromolekiillerin bilesenlerinin molekiiler seklinin manipiile edilmesiyle
gelistirilebilir. Bu nedenle, hidrojen bagi ve dipol dipol ve ayrica iyon-dipol gibi
molekiiller arasi etkilesimler orantili olarak seklin tamamlayiciliklarina baghidir. Ek
olarak, makromolekiil yapilarini stabilize eden van der Waals ve hidrofobik kuvvetler,
etkilesen gruplarin hemen yakin olmasimi gerektirir. Fischer ve Koshland tarafindan
Onerilen bir enzimin tek bir substrat ile miinhasir etkilesimi, dogada meydana gelen
tamamlayiciligin gostergesidir. "Konake1" terminolojisi, baglanma bolgelerine sahip bir
iyon veya organik molekiile atfedilirken, konakg¢1 tarafindan baglanan baska bir iyon veya
molekiil, biyolojik olmayan tiirler i¢in Cram tarafindan "konuk" olarak adlandirilir.
Baglanma yeri, geometrik ve kimyasal tamamlayiciliklar agisindan birlikte etkilesime

giren hem konakg¢1 hem de konuk molekiiller tizerindeki spesifik bir bolgedir.



1.1.4. Makrosiklik Bilesikler

Tag eterler, porfirinler, siklodeksterinler, kaliksarenler ve cucurbituriller, sirasiyla
alkil eter, pirol, glikoz, fenol ve glukoliiril ile ayn1 tekrar eden birimlerden olusan bilinen
makrosiklik bilesiklerdir; yapilari, boyutlar1 ve segicilikleri dikkate alindiginda
supramolekiiler kimyada 6nemli bir rol oynarlar. Alkil eterler, piroller, glikozlar, fenoller
ve glikoliiriller gibi basit baslangi¢ malzemeleri, Sekil 1.3'te gdsterildigi gibi tag eterler,
porfirinler, siklodeksterinler, kaliksarenler ve cucurbiturilleri vermek tizere reaksiyona
sokulabilir. Makro dongiilerin ayirt edici sekilleri ve 6zellikleri, arastirmacilart yapay
biyomolekiiller ve bunlara karsilik gelen uygulamalar olarak islev goren ayni makro

dongiilerin farkli tiirevlerini sentezlemeye tesvik eder.
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Sekil 1.3 (A) tag eter, (B) siklodekstrin, (C) kaliksaren , (D) cucurbituril ve (E) porfirin makrosiklleri.

Kronolojik olarak konusursak, 1880'lerde Adolf von Baeyer, konsantre asit
cozeltisinde bir resorsinol ile bir aldehit arasindaki yogunlagsma reaksiyonunun
resorsinaren  makrosikller  verdigini  kaydetti. 1891'de  Villers tarafindan
siklodekstrinlerin, 1899'da Pellagrin tarafindan metasiklofanlarin, 1905'te Behrend
tarafindan cucurbiturillerin, 1920'lerde Dandridge tarafindan ftalosiyaninlerin ve 1967'de
Pederson tarafindan tag eterlerin kesfi, bunlarin baglayici 6zelliklerinin biiyiik 6nemini
yansitmaktadir. Makrosiklik konakgilarin sekilleri ve o6zellikleri, islevselliklerini

tanimlar.



1.1.5. Pillar[n]aren Kimyasi

Yukarida tartisilan makrosikllerle ilgili olarak, sentezlerinde bazi1 dezavantajlar
vardir ve bu da arastirmacilarin biliylik miktarda makrosiklik bilesik gerektiren
uygulamalari kesfetmesini engeller. Cok adimli sentez ve saflagtirma siirecleri ve daha da
Oonemlisi diistik verim goz oniine alindiginda, arastirmaci tarafindan yapilan girisimlerin
cogu yeni, yiiksek verimli ve islevsellestirilebilir makrosikller elde etmektir. Son
zamanlarda, Ogoshi tarafindan 2008'de bildirilen Pillar[n]arene makrosiklleri,
beklentileri oldukga karsilamistir. Pillar[n]aren terminolojisindeki [n], makrosiklde
metilen kopriileri yoluyla birbirine kaynasmis aromatik halkalarin sayisini temsil eder.
Ornegin, Pillar[5]aren (P[5]A), bes aromatik birimden olusan bes iiyeli bir makrosikldir.
Aromatik birimlerin 2 ve 5 konumlar1 araciligiyla baglanmasi, parasiklofanlardaki
birimlerin baglantisina benzer (Ogoshi ve ark., 2015).

P[5]A, kolay sentezlenmesi, islevsellestirilmesi ve ayrica kristallenmesi nedeniyle
biiytik ilgi gormiistiir. Ek olarak, ekonomik reaktifleri, P[5]A'y1 bir¢ok arastirmaci i¢in
yiiksek verimle kolayca erisilebilir bir konukgu yapar. On siibstitiientin tiimiiniin veya
bazilarinin P[5]A'nin her iki kenarinda yer almasi, onun ¢oziiniirliigiine ve daha da

onemlisi baglanma &zelliklerine katkida bulunur (Ogoshi ve ark., 2008).

1.1.6. Pillar[5]arenlerin Ozellikleri

Diger makrohalkalara gore Pillar[S]arenler bazi avantajlara sahiptir: Ucuz
reaktifler kullanilarak sentezlenir, kolayca yeniden kristalize edilir ve yliksek verime
sahiptir (Ogoshi ve ark., 2016). Pillar[5]aren ana iskelet iizerinde on adet substitiient
bulunmasi onlarin organik ¢oziiciilerde daha kolay ¢oziinebilmesine katki saglamaktadir.
Bu makro dongiilerin miikkemmel simetrik yapis1 ve pratik islevselligi, onlara miikemmel
konak-konuk, yiiksek kararlilik, multi fonksiyonlandirilabilirligi gibi benzersiz 6zellikler
saglamistir. Miikemmel konak- konuk 6zellikleri sergiledikleri ve diizlemsel kiralitede
olduklar1 i¢in basit bir yapiya sahiptirler. Onlar 2-5- pozisyonlarindan metilen
kopriileriyle baglanan 1,4-dialkoksibenzen birimlerinin tekrarladigi bir yapidadirlar
(Ogoshi ve ark., 2008). Ozellikle simetrik yapidadirlar ve Pillar seklindeki mimarilere
sahiptirler. Pillar[S]arenin bosluk bilyiikliigii yaklagik 5,5 A°’dur. Bosluk biyiikligii
nedeniyle iyi bilinen a-siklodekstrin ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu icin, Pillar[n]

arenlerin boslugu lineer alkanlar ve basit aromatik konuklara uygundur (Ogoshi ve ark.,



2013). Cok yonlii islevsellige sahiptirler. Pillar[5]aren on adet fonksiyonel grubu
barindirabilir, Oyle ki, bu bilesigin fonksiyonlandirilmas: ¢esitli organik sentetik
yaklasimlarla basarilabilmektedir (Zhou ve ark., 2019). Her gegen giin, pillararen iizerine
yapilan yeni caligmalar, madde kimyasi, biyokimya ve farmakoloji gibi bir¢ok
uygulamada, biiyiileyici molekiil i¢i etkilesimlerinden dolayr 6nem kazanmaktadir.
Pillar[5]arenin kolay sentezlenen, benzersiz simetrik Pillar sekilli mimarileri ve
miikemmel biyouyumluluklar1 nedeniyle son yillarda benzeri goriilmemis bir ilgi
uyandirmistir. Bu calismalarin ¢ogu, konak-konuk ilkesine bagli olarak DNA ile
etkilesimlerine odaklanmistir (Nierengarten ve ark., 2013). Bir konak-konuk kompleksi
araciligiyla hedeflenen antikanser ila¢ dagitimi dahil olmak iizere, antikanser ilaglarin
yan1 sira fotodinamik tedavi ve genlerin iletimi i¢in Pillar[n]aren basliklarini1 kullanan
caligmalar bildirilmistir (Guo ve ark., 2017). Pillararenler ayrica bakteriyel enfeksiyonlari
tedavi etmek i¢in de arastirllmistir (Dhanda ve ark., 2019). Pillararen bazli ¢oklu
tabakalarin yapigsma onleyici ve antibakteriyel 6zellikleri, son zamanlarda ¢ok cesitli
konuklar1 tanima yetenekleri ve fonksiyonel malzemelerin yapiminda temel yapi taslari
olma potansiyelleri nedeniyle kapsamli bir sekilde arastirma konusu olmustur (Basch ve
ark., 2018). Diger makrohalka reseptorlerle gore, biyoaktif molekiiller i¢in afiniteleri ve
biyouyumluluklar1 duyarli olmalar1 nedeniyle hedeflenen ilag dagitim sistemleri olarak
giderek artan bir sekilde ilgi ¢ekmistir (Basch ve ark., 2018). Bilim diinyasinda heniiz
2008 yilindan beri boy gosteren Pillararen makrohalkalar: i¢in heniiz kesfedilmeyi
bekleyen pek ¢ok biyokimyasal uygulama mevcuttur.

1.1.7. Pillarenlerin sentezi

Pillarenler, basit baslangic malzemelerinden kolayca sentezlenebilir ve eterik
pozisyonlarda modifiye edilebilir, bu da onlar1 yeni makrosiklik konake¢ilar olarak umut
verici adaylar haline getirir. 2008 yilinda Ogoshi ve Nakamoto tarafindan yapilan ilk
sentezden bu yana uygulamalarina olan ilginin etkileyici bir hizla artmasi sasirtict degil.
Bu kisa siire boyunca bir¢ok grup, algilama, rotaksanlarin yapimi, supramolekiiler
polimerler, anahtarlar veya yapay kanallar dahil olmak {izere ¢ok sayida uygulama
bildirdi. Bu nedenle, pillar[n]arenlerin son derece pratik ve en 6nemlisi segici hazirlama
yontemlerinin gelistirilmesine biiyiik bir ilgi vardir.

Bunlar iki smifa ayrilabilir: a) 1,4-dialkoksibenzenler ve paraformaldehitin

yogunlasmasini igeren dogrudan yontemler ve b) daha ayrintili 6nciilleri iceren dolayl



yontemler. Dogrudan yontemler arasinda en etkili olan1 Nakamoto ve Ogoshi tarafindan
bildirildi. Susuz CH.Cl,'de katalizér olarak BF3.EtoO'yu kullanir ve %71 verimle
permetillenmis Pillar[5]aren olusumuna izin verir. Diger Lewis asitlerinin uygulanmasi
daha kotii sonuglar verdi. Dolayli yontemler onciillerin, 6rnegin 2,5-dialkoksibenzil
bromiirlerin, 2,5-dialkoksibenzil alkollerin veya  2,5-bis(alkoksimetil)-1,4-
dialkoksibenzenlerin sentezini igerir. Cesitli Lewis asitleri veya p-toliiensiilfonik asit
onciilleri kullanilarak yapilan sonraki birlestirmeden sonra, yiiksek verimle makrosiklik
iirlin elde edilir. Dolayli yontemler, metodolojik agidan ilging olmasina ragmen sentetik

uygulamada dogrudan yontemlerle rekabet edemez.
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Sekil 1.4 Pillar[n]aren sentez yontemleri a) Dogrudan Metot b) Dolayli Yéntemlerin Onciileri

P[5]arenler, Friedel-Crafts reaksiyonu ile aromatik bir halkaya koprii karbonlarin
baglanmasiyla da elde edilebilir. Nierengarten (Ogoshi, 2012), Yang ve Chupakhin’in
arastirma  gruplarnt  (Bagdi ve ark, 2015), Sekil 1.4'de  gosterildigi
gibi Pillar[5]arenleri 1,4-metoksibenzenin asitle katalizlenmesiyle elde edilebilmesi
tizerine bir olusum mekanizmasi 6nermislerdir.

Diger makrosiklik konakgilarla karsilastirildiginda reaksiyon pillar[n]arenleri
sentezlemek i¢in kosullar oldukc¢a ilimlidir. Pillar[n]arenlerin sentez yontemleri daha
once iyi bir sekilde 6zetlenmis ve gozden gecirilmistir. Kisaca 1,4-dialkoksibenzen

tiirevlerinin siklooligomerizasyonu (bundan bdyle monomerler olarak adlandirilacaktir)
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ve katalizor olarak Lewis asidi igeren paraformaldehit, pillararenlerin en ¢ok kullanilan
sentetik yoludur. Uygulanabilir Lewis asitleri arasinda boron trifloriir, trifloroasetik asit,

triflorometansiilfonik asit, ferrik kloriir p-toliiensiilfonik asit ve siilfiirik asit yer alir.

1.2. Kinolin

Kinolin, 1834 yilinda Runge tarafindan komiir katranindan elde edilen bir¢ok
bilesenden biri olarak kesfedilmistir (Reverdin ve Meldola, 1913). CoH7N molekiiler
formiiliine sahip, bir piridin kismi ile kaynasmig bir benzen halkasi i¢eren karakteristik
bir ¢ift halkali yapiya sahiptir. Kinolin , hem dogal hem de sentetik bilesiklerin 6nemli
bir segmentidir. Genellikle farmakolojik olarak aktif dogal iiriinlerde ve sentetik
tirinlerde kinolin bulunur. Bu nitrojen bazli heterosik kendi basina asir1 derecede
kullanigh olmasa da, basitten karmasiga islevselliklerle kolayca modifiye edilerek tibbi
ve endiistriyel kimya alanlarinda her yerde bulunan ¢ok sayida bilesik elde edilir. Bu
bilesik esas olarak cesitli ilaclarin sentezi i¢in merkezi bir sablon olarak
kullanilir. Kinolin zayif bir {iglinciil bazdir ve asitlerle tuz olusturabilir. Piridin ve
benzene benzer reaksiyonlar gosterir ve hem elektrofilik hem de niikleofilik ikame
reaksiyonlarma katilabilir. Insanlar icin toksik degildir. (Marella ve ark., 2013) Bu asil
bilesigin ve tiirevlerinin yapimi ve islevsellestirilmesi i¢in ¢cok sayida sentez teknigi rapor
edilmistir; Bunlarin arasinda geleneksel veya klasik oranlar, gecis metali parcalar
katalize parcaciklari, ultrason 1simnlama reaksiyonlar1 ve daha yesil kimyasal islemler
ayrmtili olarak arastirilmigtir. Akademisyenler ¢ogu zaman (Marella ve ark., 2013)Gould
Jacobs, Friedldander, Pfitzinger, Skraup, Doebner—von Miller ve Conrad-Limpach gibi
klasik reaksiyon algoritmalarini arastirir ve bunlarin ¢evre dostu gecis metali aracili
ultrasonik degisiklikleri degistirirler.

Su anda, bir kinolin iskelesi iceren ¢ok sayida dogal {iriin ve sentetik tlirevi ortaya
koyan caligmalar, genis bir yelpazede biyolojik ve farmasotik aktiviteler sergiledikleri
icin bilim adamlarinin dikkatini c¢ekmistir. Ornegin antibakteriyel, antioksidan,
antikanser, anti inflamatuar, antimalaryal ve antifungal aktiviteler iyi arastirilmustir. i1k
ve en yaygin olarak kullanilan antimalaryal ajan olan kinin (1) ve meflokin (I111) gibi,
kinolin iskelesini igermektedir. Gelecek vaat eden bir¢ok antiinflamatuar ve antitimor
terapotikleri de bu yapi iizerine insa edilmistir. Alternatif olarak kinolinler, organik 151k
yayan diyotlar (OLED'ler) ve fotovoltaik hiicrelerin yani sira terpenler ve regineler i¢in

¢oziiciiler de dahil olmak tizere endiistriyel kullanimlar igin ger¢eveler saglar. EK olarak,
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etil kirmizi iyodiir (IV) ve pinasiyanol (V) gibi kinolin bazli boyalar, on dokuzuncu

ylizyilin basindan beri fotograf plakalarinda kullanilmaktadir.
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Sekil 1.5. Kinin (1), klorokin ( 11'), meflokin ( 111'), etil kirmiz1 iyodiir ( 1V ) ve pinasiyanol (V) yapilar1.

Kinolin halka sisteminin ¢ok ¢esitli tibbi ve endiistriyel ortamlardaki yayginligi,
esas olarak cok yonliiliigline ve genis islevsellestirme potansiyeline atfedilebilir. Aslinda,
ona tibbi kimyada "ayricalikli yap1 iskelesi" adin1 kazandiran da bu ¢ok yonliiliigiidiir; bu
terim Evans tarafindan 1988'de tiiretilmis olup, farkli reseptdr afiniteleri olan gesitli
terapotik bilesiklerde mevcut olan basit yapisal alt birimlere atifta bulunmaktadir. Sonug
olarak, cesitli siibstitiie edilmis kinolinlerin sentezi neredeyse bir bucuk yiizyildir
tekrarlanan bir caba olmustur. Bu zaman dilimi igerisinde, kinolin halkasini ¢esitli
baslangic malzemelerinden olusturan ve neredeyse sinirsiz iglevsellik kombinasyonuna

sahip iirlinlerle sonug¢lanan ¢ok sayida sentetik yontem olusturulmustur.

1.2.1. Kinolin Sentezinin Yerlesik Yontemleri

Kinolin elde etmek amaciyla anilini ¢esitli anniilasyon ortaklariyla reaksiyona
sokmak i¢in bircok yontem uygulanmistir. Bu tiir prosediirlerin en eski ve en
kalicilarindan biri Skraup reaksiyonudur. 1880'de Cek kimyager Zdenko Hans Skraup,
anilin ve gliserolli konsantre siilfiirik asit i¢indeki bir oksidanla 1sitti; bu yontem,
heterohalkali-ikame edilmemis kinolinlerin  {iretiminde hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. Oscar Doebner tarafindan 1887'de tanitilan Doebner yontemi (B), 2-
ikameli kinolin-4-karboksilik asitleri vermek iizere anilini bir aldehit ve piruvik asitle

birlestirir. Skraup prosediiriiniin bir varyasyonu olan Doebner-Von Miller reaksiyonu
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(C), 1881'de tanitild1 ve asidik kosullar altinda 2- ve 4-siibstitiie edilmis kinolinler elde
etmek i¢in a, f-doymamis aldehitler veya ketonlar kullanildi. 1887'de bildirilen Conrad-
Limpach reaksiyonu (D), ayn1 zamanda asit i¢inde geri akisla gerceklestirilir, ancak 2- ve
3-siibstitiie edilmis kinolin-4-ol'leri vermek {izere anniilasyon ortagi olarak [B-keto
esterleri kullanir. Cagdas bir O0rnek olarak, 1963'te LS Povarov ve arkadaslari aril
aldehitleri reaksiyona soktular ve alkenleri aktive ederek 2-arilkinolinleri (E)

olusturdular.
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Sekil 1.6. Kinolin Sentez Yo6ntemleri (Ramann ve Cowen, 2016)

Sonug olarak, ¢ok sayida kinolin tiirevi organik sentezlerin ilerlemesinde ve tibbi
kimyaya uygulanmasinda biiylik rol oynamaktadir. Son zamanlarda arastirmacilar, farkli
prosediirler kullanarak diger heterosiklik bilesikleri igeren bilesiklerle hibrit kinolin yap1
iskelelerini sentezlediler. Ornegin, gegis metali ile katalize edilen veya metal icermeyen
reaksiyonlar, ultrason 1g1nlamasi veya ¢ok bilesenli tek kapta sentez yoluyla, cesitli asil
ve etkili kinolin tlirevlerinin sentezlenmesi i¢in degistirilmis adlandirilmis reaksiyonlar
baglatilabilir. Genel olarak yukarida bahsedilen prosediirlerden metal icermeyen, iyonik
stvi ve ultrason 1smlamali sentez metodolojileri yesil kimyanin gerekliliklerini

karsilamaktadir.
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Simdiye kadar bir kinolin iskelesinin sentezi ve modifikasyonu ile biyolojik ve
farmasotik  aktivitelerini  gelistirmeye  yonelik  arastirmalar  siirekli  olarak
gelismektedir. Giinlimiizde aragtirmacilar sadece kinolin ve tiirevlerinin sentezine degil,
ayn1 zamanda ¢evre dostu reaksiyon prosediirlerinin gelistirilmesine ve tasarlanmasina da
odaklanmaktadir. Tipik metal icermeyen, solvent icermeyen, sulu ortamlar ve iyonik
stviyla katalize edilen reaksiyonlar yesil protokollerdir. Kinolin ve tiirevleri, bakteriyel
enfeksiyonlar, kanser, sitma ve mantar enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli insan enfeksiyonlarini
tedavi etmek i¢in potansiyel olarak genis bir uygulama yelpazesi sergilemistir. Yesil
sentez prosediirlerine dayali yukarida belirtilen sentez protokolleri genellikle bu asil

organik bilesigin ve analoglarinin hazirlanmasi i¢in dnerilmektedir.

1.3. Metallerin Antimikrobiyal EtKisi

Antibiyotik direncinin kaginilmaz olarak ortaya ¢ikmasi, bakteriyel enfeksiyonu
klinik tedavinin Oniinde ciddi bir engel haline getirmektedir (Allen ve ark., 2010).
Ozellikle, metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) gibi Gram-pozitif
bakteriler i¢in karbapenemlere ve vankomisin duyarliligini biiyiik olglide azaltmis ve
kronik cilt enfeksiyonlarinin veya zatiirrenin baslica nedenleri haline gelmistir. Gram-
negatif basiller, kolaylikla ortadan kaldirilmasi zor olan ilaca direngli patojenlere
dontigebilir.  Hepsinden, ¢oklu ilaca direngli (MDR) Escherichia coli ve
MDR Acinetobacter baumannii, antibiyotige direngli basiller olarak genis ¢apta ilgi
¢ekmistir; ilki ciddi hastane ve idrar yolu enfeksiyonuna neden olurken ve ikincisi ise
diisiik hayatta kalma oranindan sorumlu olan tedavi edilemez enfeksiyona yol
acmaktadir . Yogun bakimdaki tedaviden sonra bile oranlar (<%70) devam etmektedir.
(Peleg ve ark., 2008) Bu nedenle, geleneksel antibiyotik bazli ajanlar artik enfeksiyonu
etkili bir sekilde kontrol edemiyor. Bu ciddi sorunun iistesinden gelmek amaciyla soy
metaller, (Zhang ve ark., 2012), yar1 iletkenler, (Gungorduk ve ark., 2010) veya
karbon (Benjamin ve ark., 2018) olusan ¢esitli nanomalzemeler bu sorunu ¢ézmek tizere
tasarlanmistir.

Alternatif antibakteriyel nanomateryal adaylar1 arasinda, inorganik metal iyonlar1
veya kiimelerinden ve organik ligandlardan periyodik aglar halinde bir araya getirilen
metal-organik g¢erceveler (MOF'ler) (Mozaffarian ve ark., 2015) son yillarda artan ilgi
gordii. MOF'larin ¢ogu, antibakteriyel gorevleri, ya Oziinde bakterisidal katyonlar

(Zn?"ve Cu?") ya da kapsiillenmis antimikrobiyal maddeleri serbest birakmak igin
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cercevelerin kontrollii ayrigmast (¢ogunlukla pH bazli ayarlama) yoluyla yerine
getirdi. Bununla birlikte, ilkinin asidik durumdaki dengesizlik nedeniyle kontrol edilmesi
zor olacak ve asir1 dozda alindiginda insan i¢in biyolojik toksisiteye neden olacaktir;
ikincisi ise  MOF’lardaki  antibakteriyel potansiyelin tiim avantajlarindan
yararlanamayacaktir. Bu nedenle, MOF'larin antibakteriyel amaglarla arastirilmasi hala
gereklidir.

Metal iyonlar1 ve bunlarin oksitlerinin nano boyutlu parcaciklar, 6zellikle
antibiyotiklere direncli bakterilere kars1 miilkemmel antibakteriyel yeteneklerinden dolay1
dikkat ¢cekmektedir(Chen ve ark., 2020).

Cinko oksit (ZnO), membranin par¢alanmasi ve sitoplazmadaki biyomolekiillerle
etkilesime girmesi yoluyla bakteri hiicresinin 6liimiine neden olur (Pogrebnjak ve ark.,
2019; Turlybekuly ve ark., 2019). ZnO antibakteriyel 6zelliginden dolay1 hidrojel yara
pansumanlarinda da kullanilir.

Bakir (Cu*?) nispeten kararli bir kimyasal yapiya sahiptir, hayvan ve bitki
dokularinda yeri doldurulamaz bir eser elementtir, hiicrelerin enerji iiretiminin
aktivasyonunda, elastin proteininin sentezinde anahtar rol oynar, uzun siireli bir
antimikrobiyal 6zellik gosterir etkisi (Kornblatt ve ark., 2016). Yara iyilesmesinde birgok
faktoriin etkisi, enfeksiyon olasiligini azaltan ve yara bolgesinde (Tao ve ark., 2021)
bakir iyonlartyla etkilesimle modiile edilir (Ashino, 2010).

Cinko, DNA ve RNA polimerazlar da dahil olmak iizere bir¢ok enzimin bir
bilesenidir ; proteinlerin ve DNA sentezini , mitozu ve hiicre ¢ogalmasini etkiler . Yara
iyilesmesi i¢in gerekli olan kolajen sentezi ve hiicre boliinmesi ¢inkoya baglidir (Lowe
ve ark., 2009). Toksik olmayan bir antimikrobiyal katyon Zn?* dermatolojide sikilastirici,
nemlendirici ve antimikrobiyal bir madde olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Chen

ve ark., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/antibacterial-property
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/elastin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/copper-ion
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rna-polymerase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/protein-synthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/deoxyribonucleic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/collagen-synthesis
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu malzemelerin, sentetik ¢ok yonliiliikkleri ve bol miktarda konakgi-konuk
Ozellikleri nedeniyle ileri molekiiller arasi islevleri yerine getirmeleri beklenmektedir.
Cogu PA tiirevinin suda ¢Oziiniirligiiniin zayif olmasi biyolojik sistemlerde genis
kullanimlarin1 smirlasa da ayarlanabilir islevleri ve benzersiz yapilari, biyolojik
uygulamalara yonelik malzemelerin gelistirilmesinde umut vaat etmektedir. Son
zamanlarda pillararenlere dayanan c¢esitli antibakteriyel sistemler gelistirildi. Simetrik
Pillar benzeri mimari, ¢ok ¢esitli ikame edicilerle kolayca islevsellestirilebilir. Huang ve
digerleri. amfifilik PA[5] olusturmak i¢in PA[5] ¢ercevesine bes galaktoz birimi ekledi
(Yu ve ark., 2013). Sekerle islevsellestirilmis bu yapi, nanotiipler halinde kendiliginden
birlesebilir. Karbonhidrat ve karbonhidrat arasindaki molekiiler tanima nedeniyle
bakteriyel yiizeyler, kendiliginden birlesen nanotiipler yiiksek gosterdi Escherichia
coli'ye afinite (Sekil 2.1-a), hiicre yapistiricisi gorevi goriir bakterileri agliitine eder.
Sekerle islevsellestirilmis PA tiirevleri de Nierengarten ve digerleri tarafindan gelistirildi
(Nierengarten ve ark., 2013; Buffet ve ark., 2016).

Bu grup, on adet periferik mannosil grubu ile modifiye edilmis PA[S5]
glikokiisterinin, iiropatojenik E. coli susunun kirmizi kan hiicrelerine yapismasini
engelleyebildigini buldu (Sekil 2.1-b) (Galanos ve ark., 2016). Vidal, omurga iizerinde
bes galaktoz veya bes fukoz pargasina sahip, bakteriyel lektinlere afinite gdsteren bes
degerli PA[5] bazl glikokiisterleri bildirdi (Sekil2.1-b). Sekerle islevsellestirilmis bu
PA[S5]'ler, pillararenlerin bakteriyel ylizeylerin taninmasi i¢in miikemmel bir platform
oldugunu gosterdi. Seker birimlerinin PA omurgasi tizerindeki konjugasyonu, PA bazli
glikokiisterlere bakteri baglama ve toplama yetenekleri kazandirir. PA'nin kolay
islevselligi nedeniyle, antibakteriyel malzemeler olarak potansiyellerini kesfetmek icin

makrosiklik ¢cerceveye farkli kisimlar daha da dahil edildi.
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Sekil 2.1 Sekerle islevsellestirilmis Pillar[5]arenler: (a) bakteriyel hiicre agliitinasyonunda galaktoz ile
islevsellestirilmis Pillar[5]arenlerin uygulanmasi ve (b) mannosile edilmis (yesil), galaktosile edilmis
(mavi) ve fukosile edilmis (macenta) Pillar[5]arenler kimyasal yapilar1.
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Bagka bir ¢alismada Hou ve ark., bakteriyel membranlarin ¢ift katmaninda
kanallar olusturabilen ve depolarizasyona yol acabilen, klinik kullanimli antibiyotik
daptomisin'den ilham aldi. Arg veya Trp igceren peptid konjuge PA[5]'lere dayali yapay
transmembran tagima sistemleri gelistirdi (Sekil 2.2-a) (Si ve ark., 2014; Zhang ve ark.,
2017). Tibiiler molekiiller, tek molekiillii transmembran kanallar1 olusturmak i¢in Gram

Pozitif bakterilerin lipit ¢ift katmanina secici olarak yerlestirildi.

""T‘ = L-Phe-D-Phe-L-Phe-COOH

= L-Phe-D-Phe-L-Arg-COOEt

= L-Phe-D-Arg-L-Phe-COOE!

= L-Arg-D-Phe-L-Phe-COOE!

= L-Trp-COOH

= D-Leu-L-Trp-COOH

= L-Leu-D-Leu-L-Trp-COOH

= D-Leu-L-Leu-D-L-Leu-Trp-COOH

Biofilm inhibition

Sekil 2.2 (a) Peptitlerin konjuge Pillar [S]arenlerin kimyasal yapilart ve bunlardan unimolekiilatrans
membran kanallarinin olusumunun karikatiir gosterimi. (b) biyofilm engelleme 6zellikleri agisindan test
edilen katyonik pillararenlerin kimyasal yapilar.

Trp ile birlestirilmis PA[5] tarafindan olusturulan kanallar arasinda ek olarak, bir
hemoliz caligsmasi bu kanalin memeli hiicrelerinde diisiik toksisiteye sahip oldugunu
ortaya cikardi. Peptitlerin tiimii Gram pozitif bakterilere kars1t miikemmel antibakteriyel
aktivite gosterdi. Ek olarak kuaterner amonyum bilesikleri bakterisit olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Katyonik kuaterner amonyum gruplarinin PA[5] cercevesinde
tanitilmasi, bu makrosiklin erken gelisim asamasinda rapor edilmistir. Yukaridaki PA
bazli antibakteriyel malzemeler, bu makrosikllerin antibakteriyel ajanlar olarak biiyiik
potansiyelini gostermistir. Ancak bu ¢alismalar agirlikli olarak planktonik bakteriler veya
biyofilm inhibisyonu iizerine. Yerlesmis bakteriyel biyofilmlerin yok edilmesi oldukca
zordur ¢linkii antibiyotiklere kars1 daha az duyarhidirlar ve diger bakterilere gére daha

kolay direng gelistirirler.
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Gao ve Haag ve ark. sadece planktonik bakterileri dldiirmekle kalmayip ayni
zamanda Onceden var olan biyofilmleri de pargalayabilen zwitteriyonik PA'ya[5]
dayanan bir antibakteriyel sistem gelistirdiler (Gao ve ark., 2019) (Sekil 2.3). On pozitif
kuaterner amonyum grubu ve negatif siilfat grubuyla islevsellestirilen zwitteriyonik
PA[5], pozitif yiikli nanoagregatlar halinde kendiliginden bir araya gelebildi. Bu
nanopartikiiller, bakteri hiicre zar ile elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler yoluyla
etkilesime girerek bakteri hiicre zarinin deformasyonuna neden oldu ve hiicre 6liimiine

yol actt.

Sekil 2.3 Zwitteriyonik PA'nin[5] kimyasal yapis1 ve sematik gosterimleri ve planktonik bakterilerle
savasan ve biyofilmleri bozan zwitteriyonik PA'nin[5] pozitif yiikli nanoagregatlarinin kendi kendine
birlesmesi

Bagka bir ¢alismada ise Barbera ve ark. sulu ortamda antibiyotik ilag amikasin
disiilfat tuzu i¢in bir ilag tasiyicisi iiretmek amaciyla supramolekiiler bir kap olarak suda
¢oziiniir deka-karboksilato-PA[5]'i kullandilar (Barbera ve ark., 2017) . Ilac, suda (8,48 +
0,17) x 104 M -1 ve suda (9,9 = 1,28) x 103 M -1'lik bir birlesme sabiti ile elektrostatik,
katyon-t ve CH-m etkilesimlerinin is birligi yoluyla hapsedildi. Fosfat tamponlu
¢ozelti. S. aureus'a kars1 degisen miktarlarda deka-karboksilato-PA[5] miktar1 (0.5, 2.0
ve 4.0 esdegeri) igeren sabit bir MIC alt1 amikasin konsantrasyonunun antibakteriyel

testi, makrosikl i¢cinde hapsolmus amikasinin ayn1 zamanda mikroorganizmalarin varligi


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/amikacin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/amikacin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/amikacin
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/micro-organism
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ekolarak deka-karboksilato-PA[5]'in pH duyarliligi nedeniyle kapsiillenmis amikasin
asidik ¢ozelti i¢inde salinabildi.

Gao ve ark. mannosile edilmis amfifilik PA'y1 temel alan ikili bir pH ve enzime
duyarli antibiyotik dagitim sistemi gelistirdi (Peng ve ark., 2020). Bu amfifilik
PA[5] vankomisini kapsiilleyebilir ve supramolekiiler kesecikler halinde kendiliginden
birlesebilir (Sekil 2.4) Muhtemelen vezikiillerin yiizeyindeki agikta kalan mannoz
gruplar1 nedeniyle , supramolekiiler nanoyapilar segici olarak makrofajlar1 hedef aldi1 ve
vankomisinin makrofajlara verilmesine yardimei oldu. PA[5] tizerindeki amin gruplari
protonlanabildiginden ve PA[S5] iizerindeki amido baglar1 katepsin B tarafindan
pargalanabildiginden, kapsiillenmis vankomisin makrofajlarin i¢inde hizla salinabilir ve
bu da hiicre ici konsantrasyonda bir artisa yol acar. ilag ve vankomisinin hiicre igi
metisiline direngli S. aureus'a karsi antibakteriyel etkinliginin arttirilmasiyla sonuglanir.

Yang ve Gao ve ark. katyonik poliaspartamid tiirevlerini temel alan biyolojik
olarak parcalanabilen antibakteriyel polimer malzemelerin biyouyumlulugunu
gelistirmek i¢in karboksilat-PA[5] boslugunu kullandi ( Sekil 2.4-b), pH'a duyarh
ozellikler ve Gram-pozitif bakterilerin se¢ici olarak hedeflenmesiyle birlikte (Yan ve ark.,
2019). Guo ve digerleri bir biyofilm bozucu olarak guanidinyumla islevsellestirilmis bir
PA[5] rapor etmistir ( Sekil 2.4-c ). Biyofilm yok etme siirecinde, bu sistemin bozulma
aktivitesini arttirmak i¢in konak-konuk etkilesimleri yoluyla geleneksel bir antibiyotigi
de uygulamaya koydular (Guo ve ark., 2021).

PA'larin sentetik ¢ok yonliiliigli, bu makrosikllerin, yeni antibakteriyel ajanlar
olarak gorev yapacak sekilde iskelet lizerindeki farkli fonksiyonel gruplarla modifiye
edilmesini destekler. Ek olarak, siitun seklindeki bosluklari, yeni antibakteriyel
tedavilerin liretilmesi i¢in alternatif bir yaklasim saglamak {izere uygun antibiyotikler i¢in

1yi reseptorler olarak da hareket edebilir.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/vancomycin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/mannose
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/nanomaterial
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Sekil 2.4. (a) Mannosile edilmis amfifilik siitun[5]aren yiiklii vankomisin ve bunun hedeflenen
alimi, bozulmasi ve vankomisin saliniminin bir araya getirilmis keseciginin kimyasal yapilar1 ve karikatiir
gosterimi, (b) Dbiyolojik olarak parcalanabilen poliaspartamid kuaterner —amonyum ve
karboksilatopillar[5]arenin ve (c) guanidinyumla islevsellestirilmis PA ve sefazolin sodyum ve bunlarin
kompleksleri, sinerjistik bir biyofilm pargalama aktivitesi sagladi.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/vancomycin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/cefazolin-sodium
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Anorganik kimya arastirmalarinda, bilesiklerin sentezi, yapilarinin aydinlatilmasi
ve Ozelliklerinin incelenmesi icin ¢esitli cihazlar kullanilmaktadir. Bu cihazlar arasinda
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektrometresi, bilesiklerin atomik ¢ekirdeklerinin
konumlarim1 ve baglanma yapilarini belirlemek ig¢in; Fourier Doniisiimi Kizilotesi
Spektrometresi (FT-IR), kristal yapilar1 ¢ozmek ve tanimlamak i¢in; Ultraviyole-Goriiniir
Spektrofotometre (UV-Vis), bilesiklerin elektronik yapilarin1 ve gegislerini incelemek
i¢in; Bu cihazlar, Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Anorganik Kimya Arastirma
Laboratuvart ve Kimya Bolimii Spektroskopi Laboratuvari'nda g¢aligmalarin farkli
asamalarinda kullanilmistir. Her biri, bilesiklerin sentezinden baslayarak yapilarinin
aydinlatilmas1 ve 6zelliklerinin incelenmesi siireglerinde 6nemli bir rol oynamistir.

Tartim iglemleri i¢in 0.0001 hassasiyetli ve 220 g kapasiteli Precisa marka hassas
terazi, kolon kromatografisi islemlerinde ¢oziiciilerin diisitk vakum altinda yavas yavas
uzaklagmasi i¢in Heidolph marka bir rotary evaporator, ara iiriin ve hedef {irlinlerin
sentezinde Velp marka manyetik karistiricili 1siticilar  kullanilmigtir.  Sentezlenen
bilesiklerin erime noktalar1 belirlenirken, bir miktar madde kapiler tiiplere alinmis ve
Gallenkamp marka cihaz ile erime noktalar1 tespit edilmistir. 1H-NMR ve 13C-NMR
olgiimleri, S.U. ILTEK biriminde bulunan Varian (400 MHz) marka bir NMR
spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica, FT-IR grafikleri Kimya
Boliimii’nde bulunan bir spektrofotometre olan Bruker Fourier Transform Infrared

(FTIR-ATR) ile elde edilmistir.

3.1.2. Kullamlan kimyasal malzemeler

Kullanilan biitiin kimyasal maddeler; 1-Bromo-3-kloropropan, 4-metoksifenol,
Potasyum Karbonat, Aseton, N,N Dimetilform , asetonitril, amid, etil asetat,
Trifenilfosfin, 1,4-bis(2-hidroksietoksi) benzen, karbon tetrabromiir, azot gazi, metanol,

1-(2-kloroetoksi),4-metoksibenzen, paraformaldehit , BFs;.OEt, , 1,2-dikloroetan,
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magnezyum siilfat, 8-aminokinolin, N,N-Diizopropiletilamin, sodyum siilfat, etilasetat,

kalsiyum kloriir, bakir asetat hidrat ve ¢inko asetat dihidrat metal tuzlari

Sentez, saflastirma ve karakterizasyon islemlerinde: diklorometan/petrol eter,

diklorometan/su, diklorometan/petrol eter
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3.2 Metodoloji

Bu tez calismada iizerinde on adet kinolin grubu bulunduran simetrik bir
Pillar[5]aren tiirevi ve iizerinde bes kinolin tiirevi bulunduran asimetrik bir Pillar[5]aren
hazirlandi. Bilesiklerin tasariminda kolay kompleks bilesik olusturabilmesi amaciyla
coklu dondr atom igeren triazol halkalagma reaksiyonu (click reaksiyon) ve bir kinolin
tirevi tercih edilmistir. Daha sonra bu makrohalkali ligandlarin bakir (IT) ve ¢inko (1)
kompleksleri elde edilecektir. Burada antimikrobiyal ozellikleri ile bilinen kinolin
tirevlerinin ayni bilesik tizerine daha fazla baglanmasiyla -antibakteriyel etkinin
artabilecegi hem de daha diigiik konsantrasyonlarda etkin bir sonu¢ alinilabilecegi
Oongoriilmiistiir. Benzer sekilde biinyesinde ¢oklu bakir ve ¢inko kompleksi barindiran bir
makrohalkanin antimikrobiyal calismalar igin faydali olacagi degerlendi. Oyle ki
Pillar[5]aren tiirevleri ile bazi1 bakteriler {izerinde 6n denemeler gergeklestirildi ve umut
verici sonuglar gézlemlendi. Pillar[5]aren ve kinolin ¢ikis irtinleri, iki hedef makrohalkali
ligand ve bunlarin ikiser kompleksleri olmak iizere toplamda 8 bilesigin nazokomiyal
patojen etmeni ve giliglii biyofilm iireten ti¢ standart stafilakok sus (Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Metisilin-direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300,
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984) iizerinde olusturacagi antibakteriyel ve
antibiyofilm etkileri arastiridi. Burada amag kinolin tiirevinin yalin olarak m1 yoksa
Pillar[5]aren {izerine baglandiktan sonra m1 ve/veya ligandin m1 yoksa kompleks bilesigin

mi daha etkin bir antimikrobiyal ajan olabilecegi konusunda 6nemli bilgiler sagladi.
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4. DENEYSEL BOLUM

4.1. Bilesiklerin Hazirlanmasi

4.1.1. 1-(3-kloropropoksi)-4-metoksibenzenin sentezi (3)

ClKL
o) 0
cl” >"pr
>
K,CO3
A
OH seton O\
(1) 3)

Bilesikler bilinen bir prosediirle hazirlandi (Dehabadi ve ark., 2022). 1-Bromo-3-
kloropropan (3.14g, 20 mmol), 4-metoksifenol (2.48 g, 20 mmol ve K>CO0z (3 esdeger),
50 mL N,N Dimetilformamid icerisinde ¢oziindiiriildii ve 90°C'de 24 saat siireyle geri
akitildi. Nihai karisimin 6z, etil asetat ve soguk su ile ¢ikarildi. Organik fazin ¢oziiciisii
vakumlu buharlastiricida ¢ikarildi ve soluk bir yag elde edildi. (3.35 g ,Verim %83).

'H "NMR (400) MHz, CDCls, 1t) § (ppm): 6,91 (d, 2H, ArH ), 6,8 1 (d, 2H, ArH ), 4,13
(t, 2H, CH2), 3,81 (s, 3H, CH3 ), 3.70 (t, 2H, CH2), 2.24 (p, 2H, CH,) .13C "NMR (100
MHz) 8 (ppm): 32.22, 42.28, 55.65, 66.00, 115.59, 116.66, 153.51, 155.37. Hesaplanan
C10H13CIO2 i¢in element analizi : C, 59.86; H, 6.53; Bulunan: C, 60.8; H A 6.53.
C10H13ClO2 igin element analizi hesaplanan : C, 59.86; H, 6.53; bulunan: C, 60.9; H, 6.66.
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4.1.2. 1,4-bis(2-bromoetoksi) benzenin sentezi (4)

Br
- )
(0]
CBI’4
PPh; -
(0]
OH j
Br
(2) 4)

Bilesik bilinen bir prosediirle sentezlendi(Kursunlu ve ark., 2020). Trifenilfosfin
(7,55 g, 30 mmol) ve 1,4-bis(2-hidroksietoksi) benzen (2,5 g, 12,5 mmol), 300 mL kuru
asetonitril igerisinde ¢oziildii ve reaksiyon karisimi, 0 °C'ye dogru elde edildi. Karbon
tetrabromiir (10 g, 30 mmol) kiiclik porsiyonlar halinde yavas yavas dokildii. Cozelti
sonraki 6 saat boyunca Argon atmosferi altinda karistirildi. Reaksiyon siiresi
tamamlandiktan sonra reaksiyon soliisyonuna soguk su (150 mL) dokiildii ve burada
beyaz bir kat1 halinde ham iiriin elde edildi. Uriin su/metanol (40:60) ile yikand1 ve daha
sonra metanolden yeniden kristallestirildi. Nihai kat1 elde edildi (13.8 g, %85).

"H-NMR (400 MHz, kloroform-d, rt) 8 (ppm): 3,65 (t, J = 6,3 Hz, 4H, CH>), 4,28 (t, J =
6,3 Hz, 4H, CH2), 6,91 (s, 4H, ArH ).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 151.29, 116.49, 68.41, 29.51.
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4.1.3. 1-(3-kloropropoksi)-4-metoksi pillar[5]arenin (5) sentezi

DIPEA
8-aminokino|in> (0]
o) K( 0 @ o
\H K(m \\ Cl \]\
Cl
Cl cl Cl
(3) (5)

1-(2-kloroetoksi),4-metoksibenzen (25 mmol, 3.700 g) ve paraformaldehitin (70
mmol, 2.1 g) 1,2-dikloroetan (120 mL) igindeki bir ¢ozeltisine BF3-OEt2 (1.63 g, 11,5
mmol) siringayla enjekte edildi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 1 saat boyunca N2
atmosferi altinda karistirildi. Reaksiyon karisiminin 6zii, diklorometan/su (3 x 100 mL)
ile ¢ikarildi, magnezyum stilfatla kurutuldu ve ham ¢ozelti, buharlastiricida konsantre
edildi. Ham tiriin, beyaz bir kat1 (0.918 g, %39) halinde 1-(3-kloropropoksi)-4-metoksi
pillar[5S]aren verecek sekilde kolon kromatografisiyle (silika jel; diklorometan/petrol

eter:) aritildi.

'H-NMR (400 MHz, kloroform-d, rt) 8 (ppm): 6,91 (ArH , s, 10H ), 4,06 (CH2 . t, 10H),
3,82 (kopri-CHz2 , CHs , m, 25H), 3.76 (CH2, t, 10H), 2.22 (CH2 , p, 10H).

3C-NMR (100 MHz) & (ppm): 30,37, 43,22, 55,66, 65,19, 115,00, 116,01, 130,14,
153,78, 155,56.

Hesaplanan CssHesCisO10 igin element analizi C, 62.12; H, 6.16. bulunan: C, 62.63; H,
6.41.
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4.1.4. 1,4-bis(2-bromoetoksi) Pillar[5]arenin (6) sentezi

J

o)
BF;.OEt,

Paraformaldehid

Br

(4) (6)

Bilesik bilinen bir prosediirle hazirlandi1 (Bastug ve ark., 2020). Paraformaldehit
(1,04 g, 34,5 mmol) ve 1,4-bis(2-bromoetoksi) benzen (3,75 g, 11,7 mmol), 1,2-
dikloroetan (100 mL) i¢inde ¢oziildii, ardindan bir siringa ile BF3-OEt, (1,66 g, 11,55
mmol) mmol) enjekte edildi. Reaksiyon sollisyonu oda sicakliginda nitrojen atmosferi
altinda 1 saat karistirildi. Reaksiyon ¢ozeltisinin 6zii, diklorometan/su (3x100 mL) ile
c¢ikarildi, magnezyum siilfat iizerinde kurutuldu ve ham ¢6zelti, buharlastiricida konsantre
edildi. Ham {iriin, beyaz bir kat1 (1.45 g, %39) halinde 1,4-bis(2- bromoetoksi)pillar [5
Jaren elde etmek iizere kolon kromatografisiyle (silika jel; diklorometan/petrol eter)

aritildi. En: 96,0-98,0 °C.

'H-NMR (400 MHz, kloroform-d, rt) 8 (ppm): 3,66 (t, J = 5,7 Hz, 20H, CH), 3,88 (s,
10H, CHy), 4,27 (t, J = 5,7 Hz, 20H, CH>), 6,94 (s, 10H, CH>),

13C -NMR (100 MHz, kloroform-d, rt) 8 (ppm): 29,35, 30,68, 68,91, 116,00, 129,00,
149,61. [M + Na*] CssHeo BrioO10, bulunan 1702.58.

Hesaplanan CssHeo BrioO10 i¢in element analizi: C, 39.32; H, 3.60; bulunan: C, 39.81; H,
3.68.
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4.1.5. Pillar-1 (7)'nin sentezi

DIPEA

(5) (7)

Bilesik 5 (1,06 g, 1 mmol) ve 8-aminokinolin (1,44 g, 10 mmol), kuru
diklorometan (50 mL) iginde ¢oziildii ve ardindan 20 mmol N,N-Diizopropiletilamin
(DIPEA) ilave edildi. Karisim ¢ozeltisi TLC izlenerek oda sicakliginda 48 saat
karistirtldi. Tuzlu su (NaCl ¢ozeltisi hazirland1) ¢ozeltisi ilave edildi ve ii¢ kez
ekstraksiyon yapildi. Organik fazlar toplandi ve Na>SOjs ile kurutuldu. Siizintiideki
solvent evaporator ile uzaklastirildi ve silis jel (60 mesh) ve etilasetat %40-60 petrol
eter:1/4 eliient kullanilarak kolondan saf iiriin elde edildi. Verim: %45 . MP: 105-107 °C.

'H-NMR (400 MHz, kloroform- d, rt) 8 (ppm): 8,69 (bs, ArH , 5H), 8,22 (bs, ArH , 5H),
7,35-7,09 (bs, ArH , NH25H), 6,93 ( ArH , s, 20H), 4.11 (CH2, bs, 10H), 3.79 (koprii-
CH2,CH2, CHs, bs, 35H), 2.23 (CH2 , p, 10H).

13C-NMR (100 MHz) & (ppm): 158.66, 152.33, 147.44, 144.99, 139.57, 137.68, 131.33,
129.21, 128.78, 124.79, 123.40, 112.61, 105.98, 67.71, 66.91, 31.37, 29.87.

Hesaplanan C100H100N10010 igin element analizi: C, 74.98; H, 6.29; N, 8.74. bulunan: C,
74.65; H, 5.98; N, 8.55. [M + H™] igin hesaplanan m/z, bulunan 1601.9.
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4.1.6. Pillar-2(8)'in Sentezi

0

/ )
\ 9 DIPEA \ 9 0
é Q 8-aminokinolin
0 ©) ®f 5 O% > o\L®
Br Br

(6) (8)
Bilesik 6 (1,68 g, 1 mmol) ve 8-aminokinolin (1,44 g, 10 mmol), kuru

. R
z Br _Br % ? ® R
/

RN
e
v

diklorometan (50 mL) i¢inde ¢6ziildii ve ardindan 20 mmol N, N-Diizopropiletilamin
(DIPEA) ilave edildi. Karisim ¢ozeltisi TLC izlenerek oda sicakliginda 48 saat
karistirildi. Tuzlu su ¢6zeltisi ilave edildi ve ti¢ kez ekstraksiyon yapildi. Organik fazlar
toplandi ve Na>S04 ile kurutuldu. Stiziintiideki solvent evaporatdr ile uzaklastirildi ve silis
jel (60 mesh) ve etilasetat /%40-60 petrol eter:1/4 eliient kullanilarak kolondan saf {iriin
elde edildi. Verim: %51. MP: 199-201 °C.

'H-NMR (400 MHz, kloroform- d , oda sicaklig1) § (ppm): 8,71 (bs, ArH , 10H), 8,19
(bs, ArH , 10H), 7,37-7,09 (bs, ArH , NH, 50H) , 6,97 (bs, ArH ,10H), 3,86 (bs, CH2,
40H), 3,69 (bs, CH2, 10H).

13C-NMR (100 MHz) & (ppm): 159.79, 151.89, 146.60, 144.80, 139.14, 136.60, 131.25,
129.66, 129.12, 124.69, 123.33, 112.54, 105.51, 67.79, 66.99, 29.95.

Hesaplanan element analizi C14sH130N10010: C , 75.30 ; H, 5.67; N, 12.11; bulunan: C,
74.99; H, 5.59; N, 12.23. [M + H] *i¢in hesaplanan m/z , bulunan 2313.7.
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4.1.7. Metal komplekslerinin sentezi (7-Cu(ll), 7-Zn(11), 8 -Cu(l1) ve 8-Zn(l1))

Metal kompleksleri, es molar miktarda (1 mmol) metal tuzlan
[Cu(CH3COO):H20 ve Zn(CH3COO)2H20]'ya sicak metanol ligand ¢6zeltisinin
eklenmesiyle hazirlandi. Uygun reaksiyon karigimlari karistirildi ve nitrojen altinda 3 saat
boyunca 80°C'de geri akitildi. Ayrilan kompleksler siiziildii, birkag kez etanol ile yikandi
ve susuz CaCl, varliginda vakum altinda kurutuldu. Pillar-2(8)'in metal kompleksleri,
metallerin asetat tuzlarindan (2 esdeger) aymi sentez prosediiriiyle hazirlandi.

Komplekslerin verimi %70-80 araliginda olup erime noktalar1 >300 ° C'dir.
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4.2. Sentezlenen Bilesiklerin Antibakteriyel Aktivite Tayinleri:

Mikrodiliisyon broth yéntemiyle antibakteriyel aktivite tayini ve MIK dozlarinin
belirlenmesi: Supramolekiiler kimyanin yap1 elamanlarinin suda diisiik ¢oziintirliikleri
biyolojik calismalarda en biiyiik sinirlayici etken olmustur. %10’a kadar DMSO igeren
sulu ¢ozeltilerde birgok mikroorganizmanin toksisiteye maruz kalmadan iireyebilmesi
suda diistik ¢oziiniirliikli yapilarla ilgili ¢aligsmalarin yiiriitiilmesine olanak saglam (Gao
ve ark., 2013) (Negin ve ark., 2015); (Mozaffarian ve ark., 2015). Yapilan baz1 6n
denemelerde benzeri Pillar[5]aren tiirevlerinin bakteri ve hiicre ¢alismalari i¢in toksik etki
gostermeyen %10’°a kadar DMSO igeren sulu ¢ozeltilerde ¢6ziindiigii bulundu.
Sentezlenecek yapilarin da sulu DMSO’da ¢oziinebilecekleri ongoriilmektedir. MIiK
degerleri mikrodiliisyon broth yontemine gore 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarinda
gozle, spekrofotometrik ve gerektigi durumlarda 2,3,5-trifenil tetrazolyum kloriir (TTC)
cozeltisi kullanarak tespit edilecektir (Eloff, 1998). MIK 6l¢iimleri, nazokomiyal patojen
etmeni ve giiclii biyofilm iireten standart stafilakok (Staphylococcus aureus ATCC
29213, Mietisilin-direngli ~ Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 ve
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984) suslar1 iizerinde yapilacaktir. Antibakteriyel
etki testi i¢in, sentezlenen maddeler ve baslangic maddelerinin DMSO-+steril distile su
icerisinde 2.048 mg/mL stok ¢ozeltileri hazirlanir. Aktif haldeki bakteri kiiltiirlerinden
steril mikropipet yardimi ile Mc. Farland 0.5’e gére TSB besiyerine bakteriler eklenir.
Mc. Farland 0.5 bulaniklik standardina gore hazirlanan bakterilerden 1/100 oraninda TSB
ile seyreltme yapilarak yaklasik olarak 10° cfu mL™ olacak sekilde bakteri stok kiiltiirleri
hazirlanir. Mikrodiliisyon Broth ydntemi ile MIK tayini icin; 96 kuyucuklu steril
mikrotitrasyon plaklarinin biitiin kuyucuklarina otomatik dispenser cihazi ile 100 uL TSB
besiyeri eklenir.

Plaklarin ilk kuyucuklarina sentezlenen maddelerin stok ¢ozeltilerinden 100 pL
ilave edilir. ilk kuyucuktaki maddelerden 8 kanalli mikropipet yardimi ile 100’er pL
almarak 10. kuyucuga kadar 2 seri diliisyonlar hazirlanir. 11. kuyucuk besiyeri ve
mikroorganizma igeren pozitif kontrol, son kuyucuk sadece besiyeri igeren negatif

kontrol olarak secilir. Daha sonra otomatik dispenser ile mikrotitrasyon plaklarinin 12.
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sirast harig biitiin kuyucuklara stok bakteri kiiltiirlerinden 100 pL ilave edilerek kapaklari
kapatilir. Ayn1 iglemler kontrol standardi olarak kullanilan antibiyotik i¢in de uygulanir.
Boylelikle kuyucuklarda 5x10 5 cfu mL™ yogunlukta bakteriyle birlikte ilk kuyucukta
512 pg/mL olmak iizere Y azalan konsantrasyonlarda test edilecek maddeler
bulunmaktadir (kontrol antibiyotigi ilk kuyucukta 128 pg/mL olacak sekilde
ayarlanacak). 24 saat siireyle 37°C de inkiibe edilen plaklarda tiremenin goriilmedigi en
diisiik konsantrasyonu temsil eden kuyucuk MiK degeri olarak kabul edilir. Bulaniklik
ayn1 zamanda spekrofotometrik olarak da dlciiliir. MIK degerleri gerektiginde ayrica TTC
yontemiyle de dogrulanacaktir (Eloff, 1998).

Kristal Viyole Mikro Plaka Boyama Yéntemi ile Biyofilm Inhibisyonun
Belirlenmesi (Antibiyofilm Aktivite): Sentezlenen maddelerin tespit edilen sub-MiK
konsantrasyonlarindaki antibiyofilm etkileri, Kristal Viyole Mikro Plaka Boyama
Yontemiyle tespit edilecektir. Christensen ve arkadaslari tarafindan tarif edilen mikro
plaka boyama yontemi yaygin sekilde kullanilir ve biyofilm olusumunun tespiti igin
standart test olarak kabul edilir (Christensen ve ark., 1985). Biyofilm inhibisyon ¢aligsmasi
icin biyofilm {UrettiZi bilinen 3 adet stafilokok sus iizerinde Christensen’in metodu
modifiye edilerek antibiyofilm aktivite tespit edilecektir. MIK tespiti i¢in kullandigimiz
mikro plakalar MIK 6l¢iimiinden sonra ters gevrilip bosaltilir, yikama basamaginin
standart olmasi i¢in otomatik dispenser kullanarak her bir kuyucuk 250 pL steril PBS ile
ti¢ kere yikanir. Boylece planktonic olan bakterilerin tamamen uzaklastirilmasi saglanir.
Ters ¢evrilerek kurutulan mikro plakalarin her bir kuyucuguna % 0,1 (w/v)’lik Kristal
Viyole ¢ozeltisinden (steril su ile hazirlanmis ve 0.45 pm steril siringa ucu ile filtre
edilmis) 225 pL otomatik dispenser yardimiyla eklenerek 15 dakika oda 1sisinda inkiibe
edilir. Inkiibasyondan sonra plakalar ters cevrilerek biyofilme tutunmayan boyalar
dokiiliir ve otomatik dispenser yardimiyla her bir kuyucuga 250 pL olacak sekilde steril
saf su eklenerek 3 kere yikandi.

Plakalar kurutulduktan sonra, boyanmis biyofilm tabakas1 %33 liik glasiyel asetik
asit ile ¢oOziindiriiliip yeni bir mikro plakaya aktarilarak 570 nm dalgaboyunda
mikroplaka okuyucu ile OD (Optik Dansite) 6l¢limii yapildi. Plakalarin 11. sirasinda
bulunan sadece besiyeri ve bakteri igeren biyofilm pozitif kuyucuklarin OD degerlerinin
ortalamasi alinarak “C” degeri olusturuldu. Ayni sekilde Plakalarin 12. sirasinda bulunan

sadece besiyeri iceren biyofilm negatif kuyucuklarin OD degerlerinin ortalamasi alinarak
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“B” degeri olusturuldu. Biyofilm inhibisyonu ise asagidaki verilen formiile gore

hesaplanacaktir.

Biyofilm inhibisyon orani (%) = [(C —B) — (T - B) / (C —B)] x 100

B, negatif kontrol (yalniz besiyeri) i¢in ortalama absorbans degeri;

C, pozitif kontrol (yalniz bakteri) i¢in ortalama absorbans degeri;

T, sentez maddeleri ile muamele edilmis kuyulardaki ortalama absorbans degeridir.

Hedeflenen bilesiklerin yiiksek Antibakteriyel ve antibiyofilm aktivite sergilemeleri

durumunda sitotoksisite ¢alismalarinin da projeye dahil edilmesi planlanmistir.
Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari

Bilesiklerin Sitotoksisitelerinin ve insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1 (MCF-7) Hiicresinde

Proliferasyonu Uzerine Etkilerinin Incelenmesi:

Pillar[5]aren bilesiklerin sitotoksik etkileri ve insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7
hiicresinin proliferasyonu tizerindeki etkileri arastirildi. Hiicre Hatti ve Biiylime
Ortaminin Hazirlanmasi Meme kanseri hiicre hattt (MCF-7), ATCC (American Type
Culture Collection, Rockville, MD) firmasindan satin alinacaktir. Hiicre hattinin biiytime
ortami EMEM ve %10 FBS (fetal sigir serumu) ve %1 L-glutamin ve %1 penisilin-
sitreptomisin iceren biliylime ortamlar1 igerisinde 37°C ve %5 CO2 ‘li ortamda
biiyiitiilecektir. Bu hiicre hatlar1 i¢in kullanilacak olan bilylime ortamlar1 belirlenen

bilesiklerin seyreltilmesinde de kullanilacaktir.
Hiicre Canlilig1 Calismalari

T-75 biiyiime kaplarinda ¢ogalan hiicreler 10 mM PBS (fosfat tamponu) ile yikandiktan
sonra hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak biiylime kaplarindan ayrilacak ve
transfeksiyon islemleri i¢in 6, 12, 24 ve 96 kuyucuklu biiylime plakalarina aktarilacaktir.
Uygun biiylime ortam1 igerisinde biiyiitilen hiicre hatlarinin proliferasyonunu
gozlemlemek amaciyla tripsin- EDTA soliisyonu ile T-75 biiyiime kaplarina aktarilacak

ve 96 kuyucuklu biiyiime plaklarma her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde aktarim
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yapilacaktir. 24 saat inkiibasyon isleminden sonra hiicreler %80-90 biiylime oranina
geldiklerinde 0-200 puM araliginda Pillar[5]aren bilesikler ile muamele edilecektir.
Pillar[5]aren bilesikler ile muamele edilen hiicreler 48 saat inkiibasyon isleminden sonra
hiicrelerin canliligi Alamar Blue (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,

USA) reaktifi ile tayin edilecektir ve IC 50 degerleri hesaplanacaktir (Liu ve ark., 2017).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Makrosiklik ligandlarin ve komplekslerin karakterizasyon

Hedef Pillar[S]aren ligandlart (Pillar 1 ve 2) ve Cu(ll) veya Zn (II)
komplekslerinin gesitli analiz verileri su sekilde paylasilmistir: Sekil 5.1 deki tablo da
Pillar-1 (7) ve Pillar-2 (8)'in Cu(II) kompleksleri, B.M. degerleri sirasiyla 1,83 BM ve
1,87 BM olarak bulunmustur. Ayni bilesiklerin Zn(II) komplekslerinin BM degerleri
diyamanyetik karakterlerinden dolay1 sifirdir. Kompleks bilesiklerin erime noktalar1 300
C'nin tizerindeyken, makrosikllerin erime noktalar1 sirastyla 105-107 C ve 199-201 C
gibi daha diisiik erime noktalarina sahiptir (Tablo 5.1). Organik fonksiyonel gruplar1 daha
iyl incelemek i¢in Fourier dontisiimii kizil6tesi (FTIR) spektrumlari gergeklestirildi (Sekil
8.1-Sekil 8.4). Sentezlenen reaktanlarin, hedef makrohalkalarin ve kompleks bilesiklerin
FTIR spektrumlarinda, C—H gerilme titresimleri 2800-3000 2900 cm™' civarinda
gbzlemlendi.

Aromatik C—C baglarmin titresimleri 1605 ile 1450 cm™! arasinda ¢oklu formda
yiikseldi. Ayrica, C—O fragmanlarinin tek bag titresimleri 1190 cm™ civarinda gozlendi
ve sentezlenen reaktanlar, hedef irlinler ve bunlarin komplekslerinde bandin daha diisiik
veya daha yiiksek alanlara kaydigi goriildii. Kinolin pargalarinin C—N bag1 gerilmesi 1650
cm! civarinda kiigiik bir titresim olarak ortaya ¢ikt1. Tiim bilesiklerin FTIR spektrumlari
reaktanlariyla karsilastirildiginda, gozle goriiliir degisiklikler tiim bilesiklerin basarili
sentezini destekler. Ikinci olarak, hedef bilesiklerin yapilarini dahili standart trimetilsilan
(TMS) ile aydinlatmak igin **C NMR ve *H NMR olciimleri de yapildi (Sekil 8.5-Sekil
8.10). Ancak o6zel zirveler, hedef makrosiklik ligandlarm *H NMR spektrumlarina gére
yorumlandi. Pillar-1(7)'nin *H NMR spektrumunda, hem ana Pillar [5]aren iskeletlerinin
hem de kinolin fragmanlarinin aromatik bolge hidrojenleri, tekli, coklu veya tekli genis
formlarda genellikle 6,9 ila 8 ppm arasinda goriindii. Ote yandan CH; zincir birimlerinin
hidrojen sinyalleri {iglii tepe noktalar1 olarak 4,4 veya 2,2 ppm civarinda yiikseldi. Ana
Pillar[5]aren iizerindeki koprii-CH2'nin hidrojenleri iskelettir ve metoksi-CHs'iin 3,79
ppm'de st iiste binmis ve ¢oklu formda oldugu goézlendi. Tiim piklerin ppm degerleri
elektronik ortamlara bagl olarak bir miktar alt alana veya yiiksek alana dogru kaymastir.
Pillar-2(8)'in 'H NMR spektrumu i¢in de benzer sonuglar belirlendi; buradaki tek fark
metoksi hidrojenlerin olmamasidir. Pikler genel olarak Pillar [5]aren'in 'H NMR

spektrumunda molekiil ici etkilesimlerden dolay1 genis tekli olarak gozlendi. 3C NMR
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spektrumlari, tim degisikliklerin bilesiklerin sentezini kanitladigin1 goésteren hedef

bilesiklerin karakterizasyonu icin 'H NMR spektrumlarini desteklemektedir.

peff degerleri peff: V-2:84 XM.TB .M. formiiliinden hesaplandi; burada M, molar duyarhhktir.

Bilesikler Renk Erime Noktas1 Uriin Manyetik Ozellik
7 Kirli Beyaz 105-107 45
8 Kirli Beyaz 199-201 51

7-Cu(ll) Kahverengi-Yesil >300 55 1.83

7-Zn(II) Soluk Sar1 >300 67 Dia.

8-Cu(ll) Kahverengi-Yesil >300 51 1.87

8-Zn(1I) Soluk Sar1 >300 72 Dia

Tablo 5.1 Hedef ligandlarin ve komplekslerin baz fiziksel analizleri

5.2. Antimikrobiyal calismalar

MIK degerleri Sekil 5.2.'de tablo da sunulmustur; testlerden elde edilen sonuglar
(Sekil S7-S15), Bilesik 5'in testte kullanilan tiim mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigimi gostermektedir. Ancak Pillar-1(7) 6nemli bir
sonu¢ ortaya cikardi. S. aureus (MRSA), B. cereus, C. albicans ve P. aeruginosa
mikroorganizmalarma kars1 antimikrobiyal etki gosteren ve MIK degerleri sirasiyla
23.43, 46.87, 93.75 ve 187 pg/mL olarak belirlenen Pillar-1 (7), S. aureus {izerinde en
yiiksek etkiye sahiptir. Pillar-1 (7)'nin Cu(ll) kompleksi doniisiimiinden sonra
makrosiklik ligandin antimikrobiyal potansiyeli arttirildi. S. enteritidis ve K. pneumoniae
disinda tiim mikroorganizmalar Cu(Il) komplekslerinden etkilenir. MIC. Metisiline
direngli S. aureus ve B. cereus suslarinda degerler 15,62 pg/mL olarak belirlendi. Bu
degeri 31,25 pg/mL dozla S. lutea ve C. albicans takip etti.

Pillar-1(7) Cu(Il), 125 pg/mL dozunda E. coli, iki Gram negatif bakteri ve P.
aeruginosa'ya karst ¢cok onemli bir antimikrobiyal etki gosterdi. Ancak sonuglardan
kompleks bilesigin Gram pozitif bakterilere kars1 daha etkili oldugu sonucu ¢ikarilabilir.
Ayrica Pillar-1(7)'deki gibi antifungal kapasiteye sahiptir. Ote yandan Pillar-1 (7)-Zn(ll),
E. coli disinda Gram pozitif bakterilere ve Candida'ya kars1 6nemli bir antimikrobiyal etki
ortaya cikardi. En diisik MIK degerleri 31,25 ug/mL ile S. aureus ve B. cereus'a kars1
bulunurken, onu 62,5 pg/mL ile S. lutea ve C. albicans takip etti.
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Genel olarak gram negatif patojenler olan K. pneumoniae ve S. enteritidis, Bilesik
5, Pillar-1 (7), Pillar-1 (7)-Cu(ll) ve Pillar-1 (7)-Zn(II) bilesiklerine kars1 daha direnglidir.

Bilesik 5 disinda Pillar-1(7) ve kompleksleri gogunlukla MRSA, B. cereus ve C. albicans
suslar1 iizerinde etkili olmustur. Hedef makrosiklik ligandlarin Cu(Il) iyonlar1 ile

kompleks doniisiimleri, suslara karsi antimikrobiyal potansiyelin artmasina neden
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
750 | 375 | 187,5 | 93,75 | 46,87 | 23,43 | 11,71 | 5,85 | 2,92 | 1,46 | 0,73 pg

Sekil 5.3. Bilesik 5 ve bakteri veya maya hiicresini igeren mikroplakalar ve dl¢iimleri

Sekil 5.4. Bilesik 7 ve bakteri veya maya hiicresini igeren mikroplakalar
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»:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,25 | 15,625 | 7,8125 | 3,90625 | 1,953125 | 0,976563 |0,488281

Sekil 5.5 Bilesik 7-Zn(I1) ve bakteri veya maya hiicresini igeren mikroplakalar ve dlgtimleri

Sekil 5.6 Bilesik 7-Cu(II) ve bakteri veya maya hiicresini igeren mikroplakalar

Bilesik 6 (Pillar-2) degerlendirildiginde tiim mikroorganizmalarin Bilesik 6'ya (P.

aeruginosa hari¢) ve MiK'e kars1 daha direngli oldugu gériildii. Pillar-2(8), 2,92 ug/mL'lik

bir dozda MRSA ve B. cereus tiirlerine kars1 miikemmel bir antibakteriyel etki gosterdi.
Pillar-2(8), 2,92 ug/mL'lik bir dozda MRSA ve B. cereus tiirlerine kars1 miikemmel bir
antibakteriyel etki gosterdi. Pillar-2(8)'den 93,75 ug/mL konsantrasyonda etkilenen E.
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coli susu ve K. pneumoniae, S. enteritidis icin MIK degeri 187,5 pg/mL olarak
tanimlandi. Ayrica 46,87 ug/mL konsantrasyonunda Candida albicans'a kars1 6nemli bir
antifungal etki ortaya ¢ikardi. Ilgingtir ki, Pillar-2(8), tiim calisma degerlendirildiginde
yalnizca Salmonella enteritidis tlizerinde etkili olmustur. Pillar-2(8)-Cu(ll), MRSA, B.
cereus ve C. albicans tiirlerine karst miikemmel bir antimikrobiyal madde olarak
tamimlandi. MIK degerleri 3,9 pg/mL olarak belirlenmis ve bu degeri S. lutea igin 7,8
ug/mL doz takip etmis; E. coli ve K. pneumoniae i¢in 62,5 pg/mL doz. Pillar-2(8)'in (8-
Cu(Il)) Cu(Il) kompleksinin, patojen suslarina karsi antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigi
sonucuna varildi. Gram pozitif mikroorganizmalarin Pillar-2(8)-Cu (Il)'ye Gram
negatiflere gore daha duyarli degerlere sahip oldugu gozlendi. Ayrica diger bilesiklerle
karsilastirildiginda en diisiik MIK degeri (7,8 pg/mL) S. lutea igin belirlendi. Pillar-2(8)-
Zn (IT), digerleri gibi MRSA ve B. cereus'a kars1 biiyiik bir antimikrobiyal potansiyele
sahiptir. Bu suslarda en diisiik MIK degeri 7,81 pg/mL olarak goriildii. Ayrica 31,25
pg/mL dozunun C. albicans'a kars1 antifungal potansiyeli tanimlandi. S. lutea ve E. coli,
62,5 pg/mL konsantrasyonda Pillar-2(8) Zn(II)'den etkilenmistir.

Test edilen kimyasallar, oOzellikle hedef makrosiklik ligandlarin metal
kompleksleri, Bilesik 6 ve Pillar-2(8)'in sentezinde kullanilan baglangi¢ malzemelerinden
daha etkiliydi. Bu kimyasallar Gram negatiflere gére Gram pozitif mikroorganizmalara
kars1 daha 1iyi etkiye sahiptir. Makrosiklik ligand ve komplekslerinin biiyiik bir

antibakteriyel ve antifungal potansiyele sahip oldugu gozlemlendi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

750 375 187,5 | 93,75 | 46,87 | 23,43 | 11,71 | 5,85 | 2,92 | 1,46 | 0,73 pg

Sekil 5.6 Bilesik 6 ve bakteri veya maya hiicresini igeren mikroplakalar ve dlgiimleri
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Sekil 5.8 Bilesik 8-Zn(II) ve bakteri veya maya hiicresini igeren mikroplakalar ve dl¢limleri
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*A: £, coll B: P. aeruginosa C: K. pneumonia D: 5. aureus (MRSA) E: 5. enteritidls F: S. lutea G: B. cereus H: C. albicans

Sekil 5.11 Pillar-2(8)'i veya ¢esitli konsantrasyonlardaki komplekslerini ve bakteri veya maya hiicresini i¢eren

mikroplakalar
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5.3. Oneriler

Pillararenler, kisa bir gegcmise sahip en son makrosiklik konakgilar olmalarina
ragmen, yeni antibakteriyellerin iiretiminde umut verici adaylar olarak
degerlendirilmektedir. Farkli birimlerin ¢ekirdekler iizerinde kolayca degistirilmesi,
yapilarin gesitliligine farkli islevler kazandirir. Dahasi, omurgalar, biyomolekiiller ve
bakteri hiicreleri ile gelismis ¢ok degerlikli etkilesimler elde etmek i¢in biiyiileyici ¢cok
degerlikli platformlar olarak hareket edebilir. Ayrica, pillararenlerin siitun seklindeki
bosluklari, farkli molekiillerle bol miktarda konakgi-misafir etkilesimi saglar; bu,
antibakteriyel misafirlerin konak¢i-konuk kompleksleri olusturmak igin dahil edilmesiyle
gelistirilmis antibakteriyel etkilerin gerceklestirilmesine yardimei olabilir. Her seyden
once bu ilerlemeler, pillararenlerin biiylik bir antibakteriyel potansiyele sahip oldugunu
ve antibiyotik direnci krizine karsi devam eden miicadelede dikkate deger sonuglar elde

edebilecegini gosteren kanitlar sagliyor.
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Sekil 8.5. 'H-NMR of 1-(3-chloropropoxy)-4-methoxybenzene [Bilesik 3]
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