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Biyoaktif Giemsa Boyama Ajam ile Suda Coziinen Sulfonato Kaliksaren Molekiillerinin
Etkilesiminin Spektrofotometrik Olarak Incelenmesi

Mevliit BAYRAKCI* Bahar YILMAZ!

OZET: Bu calismada, Giemsa floresan boyasinin suda ¢oziiniir siilfonat kaliksaren tiirevleri ile
etkilesimleri  spektrofotometrik yontemlerle incelenmistir. Bu arastirmanin amaci siilfonat
kaliks[n]arenler ve Giemsa arasindaki olast molekiiller arasi etkilesimi degerlendirmektir.
Spektrofotometrik veriler, bu etkilesimin absorbsiyon ve emisyon Ol¢iimlerindeki degisimlere bagl
olarak kaliks[n]arenler ve Giemsa arasinda muhtemel bir baglanma meydana geldigini gdstermistir.
Siilfonat kaliks[n]arenler ve Giemsa arasindaki molekiiler etkilesim, Giemsa'nin, lokosit, eritrosit,
niikleus ve sitoplazma morfolojisi gibi biyolojik boyama uygulamalari sirasinda kullanilmasina iligkin
bazi durumlara yon verebilir.
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The Spectrophotometric Investigation of Interaction of Water-Soluble Calixarene with Coloring
Agent Bioactive Giemsa Dye

ABSTRACT: In this study, the interactions of Giemsa fluorescent dye with water- soluble sulfonate
calixarene derivatives were investigated by spectrophotometry methods. The purpose of this research
is to evaluated the possible interaction between sulfonate calix[n]arenes and Giemsa. The
spectrophotometric datas showed that this interaction was due to possible binding between
calix[n]arenes and Giemsa, depending on the changes in absorption and emission measurements.
Molecular interaction between sulfonate calix[n]arenes and Giemsa could give direction to some status
related to the using of Giemsa during biological staining applications as leucocytes, erythrocytes,
nucleus and cytoplasm morphology.
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GIRIS

Kan ve kemik iligi yaymalarmin klasik
boyasi olan Giemsa, alkol-bazli bir boyadir ve
viicut sivilarindan ya da dokulardan hazirlanan
yaymalarda en basarili boyalardan biridir.
Ozellikle 16kositlerin, eritrositlerin, trombosit ve
parazitlerin niikleus ve sitoplazma
morfolojilerini ayirt etmek i¢in  kullanilir
(Rowley, 1973; Hayashi ve ark., 1990). Ayrica,
yine parazitolojide diger kan protozoonlarinin
(6zellikle hemoflajellatlarin), mikroflaryalarin
tanisinda, bazi Orneklerde
cisimciklerinin aranmasinda da yararlanilir.
Diger baz1 bakteriyel, viral, fungal ajanlarin
doku gelisen  patolojilerin
incelenmesi dahil klinik mikrobiyolojide pek ¢cok
durumda Giemsa boyas1 énemli bir tan1 aracidir
(Perry ve Wolff, 1974). Giemsa boyasinin canli
lizerinde veya bolgeyi
boyamasi i¢in bazi molekiiller ile kompleks
olusturup kullanilmalidir ve zamanla molekiilden
salinip boyama 1slemi
degerlendirilmelidir.

Supramolekiiller kompleks olusumu, farkli

inkliizyon

invazyonlarinda

ortamda istenilen

yapmasi

ozelliklere sahip olan iki veya daha fazla
molekiil, iyon veya koordinasyon bilesiklerinin
molekiil i¢i etkilesimler ile birlesmesi sonucu
olugmaktadir. Bu etkilesimlerin ¢ogu konake1 ve
konuk tipinde olmaktadir ve konak¢1 molekiiller
kriptandlar, tac eterler, kalikserenler, siklofanlar
ve siklodekstrinler (SD) gibi kafes yapisinda

olan bilesiklerdir. Bu konak¢t molekiiller
arasinda en kullanish molekiiller
kaliksarenlerdir. Ciinkii bu bilesikler diger

makrosiklik bilesiklerden daha kolay sentezlenip
fonksiyonlandirilabilmektedirler (Akceylan,
2011). Ayrica kaliksarenler supramolekiiler
kimyada, makrosiklik bilesikler igerisinde son
zamanlarda en popiiler bilesikler olarak
tanimlanmaktadirlar. Bu bilesikler,
supramolekiiler kimyada, organik bilesikleri
hidrofobik bosluklarina kapsiilleme
kabiliyetlerinden dolayr bir konak¢i molekiil

olarak yaygin sekilde kullanilmistir (Bayrakci ve
ark 2012). Kaliksaren iskeletine bagli olarak, bu
molekiiller notr veya yiiklii konaklar igin
“molekiiler sepetler” olarak islev gorebilirler
(Bayrakce1 ve ark., 2011). Kaliksaren molekiilleri,
genel organik c¢oziicliler icinde daha fazla
¢Ozilinebilir bilesiklerdir, fakat en Onemlisi
hidrofilik birimler igeren yapilarin suda ¢oziiniir
olmasidir. Ornegin, siilfonat kaliksaren tiirevleri,
ozellikle biyolojik uygulamalarda daha iyi suda
¢Oziintirlik sahip
nedeniyle, kiigiik yiikli konuk molekiillerini
bosluklarinda kapsiilleyen daha uygun konake1
molekiillerdir (Fei ve ark., 2013).

Bu calismanin

Ozelliklerine olmalan

amact, kolay
sentezlenebilen, ¢oOziinilirlik ve inkliizyon
kompleks yetenegi gibi c¢esitli avantajlara sahip
suda ¢oziiniir siilfonat kaliks[n]aren (n: 4, 6 veya
8) molekiillerinin floresan 0Ozellik tasiyan
Giemsa boyasi ile etkilesimini arastirmak ve
incelemektir.  Etkilesim  kompleksleri  i¢in
kaliks[n]aren molekiilleri ile Giemsa floresan
sondiirme ve emisyon verileri elde edilmistir
(Lakowicz, 2006; Agudelo ve ark.,, 2012).
Ayrica, elde edilen etkilesim ile biyolojik boya
caligmalarinda Giemsa kullanimi ve
yonlendirilebilirligi ortaya konulabilir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alisma temel olarak iki asamada
gergeklestirilmis olup bunlar bilesiklerin sentezi
ve spektroskopik uygulamalardir. Bu bilgiye
bagli olarak yapilan c¢aligmada; baslangi¢
materyalleri para-t-butilkaliks[n]arenler (n: 4, 6
veya 8) (bilesik 1, 2 ve 3), Gutsche tarafindan
tarif edilen prosediir izlenerek hazirlanmigtir
(Gutsche ve Lin, 1986). Sentezlenen bilesiklerin
Giemsa ile etkilesim calismalarinda;
spektrofotometrik Olgiimler icin Shimadzu UV
1800, florometrik olgtimler i¢in Hitachi F-7100
kullanilmastir.
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Siilfonato Kaliks[n]aren Sentezi (B4, B6 ve
B8)

Baslangi¢ malzemeleri para-t-
butilkaliks[n]arenler hazirlandiktan sonra, suda
¢Oziiniir siilfonat kaliks[n]arenler (B4, B6 ve B8)
hazirlanmis, literatiir prosediirlerinin modifiye
edilip  ipso yontemi  ile
gergeklestirilmistir (Sekil 1). Kisaca, 3 mmol’e
karsilik gelen para-t-biitilkaliks[n]arenleri (n: 4,
6 veya 8), 10 mL konsantre siilflirik asit ile

stilfonasyon

derisik H, 50,

karistirilmis ve daha sonra ¢ozelti, 24 saat 60
°C'ye kadar Reaksiyonun
tamamlanmasindan sonra, c¢ozelti igerisindeki
fazla miktardaki siilfiirik asidi ¢ikarmak igin

1sitilmastir.

dietil eter ile karistirllmig ve elde edilen iiriin
cokeltilmistir. B4, B6 ve B8 Kkaliksaren
yapilarinin arindirilmasi i¢in elde edilen analitik
verilerin, daha Once yayimmlanmis sonuglarla
benzer oldugu goriilmistir (Shinkai ve ark.,
1987).

pso siilfolama

derisik H,> SO,

HOS HO3S SOzH SO3H
B4

5o siillfolama

derisilk Hz 504

pso siilfolama

Sekil 1. Suda ¢oziiniir siilfonat kaliks[n]arenler (n: 4, 6 veya 8) a) B4, b) B6 ve ¢) B8

Spektrofotometrik Calismalar

Giemsa boyasinin (G) %3’liikk calisma

cozeltisi metil alkol: aseton (1:1) icinde
¢Oziinerek hazirlanmistir. B4, B6 ve BS
cozeltileri ise 0.5 M olacak sekilde suda
cOziindiiriilerek hazirlanmistir.  Stok ¢ozeltisi
hazirlanan  kaliksaren = molekiilleri  farkl
konsantrasyonlarda (100-1000 uM) iginde

%3’lik G bulunan quarz kiivetlere eklenerek
Olciimler gerceklestirilmistir. Elde edilen karisim
daha sonra, UV-Vis spektrofotometrede 200-600
nm araliginda kaliksaren tiirevlerinin varliginda

ve yoklugunda G’nin absorpsiyon spektrumlari
kaydedilmistir. Ayn1 zamanda hem uyarim hem
de emisyon i¢in 565 nm'de floresan yogunlugu,

480 nm dalga boyunda uyarim altinda
belirlenmistir.
BULGULAR VE TARTISMA

Yapmis oldugumuz calismada son iirlin
olarak 1i¢ adet suda c¢oOziinlir bilesik elde
edilmistir (B4, B6 ve BS8). Calismanin ikinci
asamasinda ise sentezlenen bilesiklerin floresan
ozellik tasiyan G ile etkilesimleri arastirilmistir.
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Bununla beraber sentezlenen suda ¢oziiniir
bilesik tiirlerinden hangisinin G ile daha fazla
etkilesim i¢cinde oldugu tespit edilmis,
spektroskopik degisimlere bagli olarak G’nin
biyolojik boya caligmalar1 igin kontrolli
kullanimi aragtirilmigtir.

Sekil 2’de gozlemlenen B4, B6 ve B8 i¢in
gergeklestirilen ~ absorpsiyon  ¢alismasinda;
etanol/su karisiminda, G ¢ozeltisi ile farkli
konsantrasyonlarda B4, B6 ve B8 c¢ozeltileri
(100-1000 puM) hazirlanmis ve bu ¢ozeltilere
absorpsiyon, uygulamalar1 kaydedilmistir. B4’lin

——G+100uM B4
~——G+200uM B4
~——G+300uM B4
——G+400uM B4
——G+500uM B4
——G+600uM B4

Absorbans

G+700uM B4
-G+800uM B4

G+900uM B4

G+1000:M B4
G

390 430 470 510 550 590
Dalga boyu (nm)

»
c
]

Nl
-
o
a

2

<

390 430 470 510

Dalga boyu (nm)

absorpsiyon spektrumu temel olarak iki farkli
gecis ortaya koymus (515 ve 535 nm), bu
noktalarda  hipsokromik  ve  hiperkromik
kaymalar gozlemlenmistir (Sekil 2a). B6 ve B8
eklendiginde ise yaklasik 510 nm civarinda tek
gecis meydana gelmistir. B6  bilesiginde
hipokromik kayma meydana gelmisken (Sekil
2b), B8  bilesigi ile G etkilesiminde de
hipokromik olusumlar takip edilmistir (Sekil 2c).
Burada gozlemlenen gecisler farkli aromatik
gruplar arasinda m-n* gibi etkilesim gegislerine
isaret etmektedir (Bayrakci ve Yilmaz, 2018).

b ~——G+100pM B6
0,6 ——G+200uM B6
~——G+300uM B6
——G+400pM B6
@ ~——G+500uM B6
c
a 0,4 GH600
2 - UM B6
—
g -G+700uM B6
< /\ G+800uM B6
N
\\ [/£3\\ G+300uM B
0,2 SN
\ —— 5 W™ ——G+1000uM B6
N— .
0
390 430 470 510 550 590
Dalga boyu (nm)
~——G+100uM B8
~——G+200uM B8
~—G+300uM BS
——G+400uM B8
~——G+500uM B8
~G+600uM BS
G+700uM B8

/..\ G+800uM BS

G+900uM B8
G+1000puM B8
G

550 590

Sekil 2. Farkli konsantrasyonlardaki; a) B4, b) B6 ve c¢) B8 bilesikleri (100-1000 uM ) varliginda G’nin

absorpsiyon spektrumlari

Absorpsiyon spektrumlarindaki
degisimleri destekleyebilmek amaciyla ayni

karisimlarin emisyon spektrumlari da alinmigtir.

(Sekil 3) Absorpsiyon Olgiimlerinin paralelinde
B4 ile G arasindaki etkilesimde G’nin floresan
yogunlugunda Oonemli bir degisim
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gozlenmemistir (Sekil 3a). B6 ve B8 varliginda
ise G boyasmin 565 nm'de gosterdigi floresan
yogunlugunda belirgin bir azalma meydana

a 4500

—6

——G+100uM B4
5 G+200uM B4
’5 ——G+300uM B4
< 3000 —— G+400uM B4
» G+500uM B4
: ——G+600uM B4
g ——G+700uM B4
o 1500 ——G+800uM B4
o ——G+900puM B4

——G+1000pM B4

650

550 600 700

Dalga boyu (nm)

4500

(<]

]
8

1500

Floresan yogunlugu

550

=n

Floresan yogunlugu

600

gelmistir ( Sekil 3b, 3c). Bu etkilesim sayesinde
floresan oGzellik tasiyan G boyasmin hangi
bilesige kars1 daha secici oldugu belirlenmistir.

&
8

—G

——G+100uM B6
——G+200uM B6
~——G+300uM B6
~——G+400pM B6
~——G+500uM B6
G+600puM B6
G+700uM B6
G+800puM B6
G+900puM B6
G+1000uM B6

8
8

1500

600
Dalga boyu (nm)

650 700

—G
——G+100uM B8
~——G+200uM B8
——G+300pM B8
——G+400uM B8
——G+500uM B8
G+600uM B8
G+700uM B8
G+800uM BS
G+900uM B8
G+1000uM B8

650

700

Dalga boyu (nm)
Sekil 3. Farkli konsantrasyonlardaki; a) B4, b) B6 ve c) B8 bilesikleri (100-1000 uM ) varliginda G’nin

emisyon spektrumlari

Yine bu ¢alismada G ile en iyi etkilesimi
veren B6 molekiiliiniin emisyon ve absorpsiyon
calismalari, G molekiiliiniin asidik ortamdaki
davraniglar1 dikkate alinarak fosfat tamponunda
(pH  7.02)  gergeklestirilmistir. ~ Yapilan
deneylerde Sekil 4’de goriilecegi lizere Sekil 2
ve 3’deki gibi B6 molekiili i¢in benzer
soniimleme sonuclart  gozlemlenmistir. Bu
sonuclardan G molekiilii ile kaliksaren molekiilii
B6’nin etkilesimi net olarak ortaya koymustur.
Ciinkii tamponsuz c¢alismalarda ortamm pH
degeri galisilan kaliksaren molekiillerinin sahip

oldugu silfonik asit gruplarindan dolay1
diisebilmektedir. G molekiilii literatiirde daha
cok pH 6.8 ile 7.2 degerleri arasinda boyama
caligmalarinda tercih edilmekte olup diisiik pH
araliklarinda ise G molekiiliiniin bu yetenegi
ortadan  kaybolmaktadir.  Ancak  tampon
ortaminda (NaH,PO4/Na;HPOy,) yapilan
emisyon deneylerinden artan kaliksaren B6
varliginda kademeli olarak G’nin emisyon
yogunlugunun azaldig1 net olarak goériilmektedir.
Buda B6 ile G molekiilii arasindaki etkilesimi
net olarak gdstermektir.
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Olarak incelenmesi
0,6
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g — G+700uMB6 %80 —— G+300uMB6
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Sekil 4. Fosfat tamponunda (pH 7.02) farkli konsantrasyonlardaki B6 (100-1000 uM ) varliginda G’nin
absorpsiyon ve emisyon spektrumlari.

Calismada  incelenen  etkilesim  igin
yapilmas1 gereken bir diger islem ise farkli
konsantrasyonlardaki (100uM, 200 uM, 300
MM, 400 pM, 500 pM, 600 pM, 700 pM, 800
MM, 900 puM ve 1000uM) B4, B6 ve B8

bilesikleri ile G karisiminin giin 15181 ve UV-

lamba altinda alinan goriintiilerini incelemektir.
kaliksaren tiirevlerinin boya
caligmalarinda

Bu goriintiiler,

baglama ve sensor

kullanilabilecegini net olarak ortaya koymustur.
(Sekil 5 ve Sekil 6)

Sekil 5. G’nin a) B4, b) B6 ve c) BS ile giin 15181nda goriiniimii
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Sekil 6. G’nin a) B4, b) B6 ve ¢) B8 ile UV lamba altinda goriiniimii

SONUC

Bu c¢alismada kompleks olusturabilme,
etkilesim yapabilme gibi bircok ozellige sahip
kaliksaren farkli sentez metotlari
kullanilarak hazirlanmis ve bu molekiillerin
Giemsa gibi biyolojik floresan boya ile etkilesim
ozellikleri spektroskopik metotlarla
arastirilmistir. Bu kapsamda ilk olarak kaliksaren

turevleri

molekiilleri sentezlenmis ve suda ¢Oziiniir
tirevleri elde edilmistir. Bu baglamda son iiriin
olarak 3 adet bilesik sentezlenmis ve bunlar B4,
B6 ve B8 olarak isimlendirilmistir. Bu
bilesiklerin  floresan  Giemsa boyas1 ile
etkileserek Giemsa’nin sonliimlenmesine neden
olmasi sensor ¢alismalarina 1sik tutabilir, ayni
zamanda bu  bilesikler boya  baglama
calismalarinda da kullanilabilirler. Oyle ki
absorpsiyon ve emisyon bandlarindaki kayma ve
genislemeler, UV 151k altindaki soniimlenmeler
bu etkilesimleri kanitlamaktadir. Elde edilen tim
veriler dahilinde B6 ve B8 bilesikleri Giemsa
gibi floresan boyalar i¢in sensdr olarak
kullanilabilirliginin yaninda biyolojik boya
caligmalarinda boya baglayici olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Gutsche
1985 yilinda bakteriler iizerinde yaptigi ames

testi  ile  kaliksarenlerin  toksik  aktivite

gostermedigini belirlemistir (Ozyilmaz, 2016).
Yapilan bu c¢alisma ile, kaliksaren tiirevleri ve
biyolojik boyalar arasindaki etkilesimin in vivo
ortamlarda da kontrolli  biyolojik  boya
calismalarina 11k tutacagi 6n goriilmektedir. Bu
calisma ile; boyalar ve makromolekiiller
arasindaki  olast etkilesimlerin daha iyi
anlasilmasinin, miimkiin olan yontemlerden daha
kesin ve Ozel olarak belirli doku bilesenleriyle
reaksiyona girebilen biyolojik boyalar ve
boyama yontemlerinin gelistirilmesini
saglayacagi tahmin edilmektedir.
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