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ÖZ 

Hekzaklorosiklotrifosfazen [halkalı trimer, (N=PCl3)3, N3P3Cl6)] (1)'in alifatik primer diaminler [NH2-(CH2)n-

NH2; n=2, 3 ve 5] ile tepkimelerinden bir mono-spiro (5); bir mono-ansa (10); iki dispiro (6 ve 8); bir spiro-ansa 

(11); iki tri-spiro (7 ve 9); ve bir tri-bino (12) türevi sentezlendi. Elde edilen fosfazen türevleri (5-12)’nin yapısı 

uygulanabilir spektroskopik yöntemler ( LC-MS, FT-IR, 1H ve 31P NMR) ile aydınlatıldı. 

Bileşikler (5-12)’in antimikrobiyal aktivitesi, üç farklı insan patojenine karşı (Escherichia coli W3110, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Candida albicans ATCC 10231) Minimum İnhibitör Konsantrasyon 

(MİK) ve Minimum Sidal Konsantrasyon (MSK) değerlerinin belirlenmesi için mikrodilüsyon tekniği kullanılarak 

incelendi. Elde edilen sonuçlar, fosfazen türevleri (5-12)’nin belirtilen mikroorganizmalara karşı önemli 

aktivitelere sahip olduğunu gösterdi. 

Anahtar Kelimeler- Hekzaklorosiklotrifosfazen, Antimikrobiyal Aktivite, Escherichia coli W3110, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 10231 

 

ABSTRACT 

From the reactions of hexachlorocyclotriphosphazene [cyclic trimer, (N=PCl3)3, N3P3Cl6)] (1)with aliphatic 

primary diamines, [NH2-(CH2)n-NH2; n=2, 3 and 5],one mono-spiro (5); a mono-ansa (10); two dispiro (6 and 8); 

a spiro-ansa (11); two tri-spiro (7 and 9); and a tri-bino (12) derivatives were synthesized.  

The structure of the obtained phosphazene derivatives (5-12) was elucidated by applicable spectroscopic methods 

(LC-MS, FT-IR, 1H and 31P NMR). The antimicrobial activities of the synthesized compounds were investigated 

using microdilution technique to determine Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Cidal 

Concentration (MCC) values against three different human pathogens (Escherichia coli W3110, Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 and Candida albicans ATCC 10231). The obtained results showed that phosphazene 

derivatives (5-12) had significant activities against the mentioned microorganisms. 

Keywords- Hexachlorocyclotriphosphazene, Antimicrobial Activity, Escherichia coli W3110, Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 10231 
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I. GİRİŞ 

Halkalı fosfazen türevleri, bilim ve teknolojide sahip oldukları geniş uygulama alanları nedeniyle 

inorganik halkalı bileşikler sınıfının önemli bir ailesini oluşturmaktadır [1]. Fosfor-klor bağına sahip olan halkalı 

fosfazen bileşikleri [(N=PCl2)n (n=3, 4, 5, …)] sentez kimyada oldukça önemlidir. Cl–atomlarının farklı gruplar 

(R) ile nükleofilik sübstitüsyon tepkimelerinden yeni halkalı fosfazen türevleri [(N=PCl2)n] hazırlanabilmekte ve 

fosfor atomu ve/veya atomlarına bağlanan inorganik, organik veya organometalik grubun tipine ve fosfazen 

halkasının boyutuna göre oluşan bileşikler farklı özelliklere sahip olabilmektedir [1-4]. N3P3Cl6 bileşiğinin mono-, 

di-, tri- ve tetrafonksiyonel reaktifler ile nükleofilik sübstitüsyon tepkimeleri, açık zincir, spiro-, ansa-, spiro-ansa- 

ve bino-tipi halkalı trimerik fosfazen türevlerini vermekte, stereo- ve regio-selektif ürünlerin oluşumuna neden 

olmaktadır. Farklı yan grupların varlığı ve siklofosfazen halkasının boyutu, bileşiklerin kimyasal ve fiziksel 

özelliklerini belirler [2-37]. Biyoaktif halkalı trimerik fosfazen bileşiklerinin sentezlenmesi ve geliştirilmesi; 

kanser, mikrobiyal ve mantar gibi çeşitli hastalıkların tedavisi için yeni ve etkili ilaç adaylarının araştırılmasında 

umut verici bir yaklaşım olarak kabul edilmektedir [5–10]. Son yıllarda halkalı trimer N3P3Cl6 (1)’den elde edilen 

fosfazen türevlerinin, HT-29 (insan kolon adenokarsinomu), Hep2 (İnsan epidermoid larinks karsinomu), HeLa 

(insan servikal adenokarsinomu), LNCaP ve PC-3 (insan prostat karsinomu), MCF7 (insan meme kanseri), HL-60 

(insan promiyelositik lösemi), A549 (insan akciğer adenokarsinomu) ve HCV29T (idrar kesesi kanseri) gibi yaygın 

kanser hastalıkları ile bağlantılı kanser hücrelerine karşı antikanser ve sitotoksik aktivite göstermesi dikkat 

çekmektedir [11-15]. Örneğin, bir çalışmada, aziridin-taç sübstitüe halkalı fosfazenlerin DNA zincirinde kırıklar 

oluşturarak kanser hücrelerinin büyümesini inhibe ettiği görülmektedir [16]. Ayrıca diamin, pirolidin, aziridin, 

spermin ve spermidin sübstitüe aminosiklofosfazen türevleri, anti-kanser özelliklerinden dolayı bilinmektedir 

[12,18].Bu türevler, HT-29, Hep2 ve Vero hücrelerine karşı sitotoksisite göstermekte ve ayrıca apoptosis kaynaklı 

hücre ölümlerini azaltmaktadır [19,15]. Oktapirolidinosiklotetrafosfazen bileşiği ve tamamen fenoksi sübstitüe 

yıldız dallı siklotetrafosfazen türevinin Cu (II) kompleksi, anti-kanser aktivite sergilemektedir [16,21,22].  

Bu çalışmada, N3P3Cl6 (1)’in primer diaminler [NH2-(CH2)n-NH2; n=2, 3 ve 5] ile tepkimelerinden 

sentezlenen siklofosfazen türevleri (5-12) iki bakteri (Escherichia coli W3110 ve Staphylococcus aureus ATCC 

25923) ve bir maya (Candida albicans (ATCC 1023) suşuna karşı antimikrobiyal aktivitesi incelendi ve çeşitli 

hastalıkların tedavisinde kemoterapötik ajan olarak kullanılabilme olasılıkları araştırıldı. 
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Şekil 1. N3P3Cl6 (1)’in alifatik diaminler [NH2-(CH2)nNH2; (n=2, 3 ve 5)] ile tepkimelerinden sentezlenen siklofosfazen türevlerinin yapısı 

[23-27,34]. 

II. DENEYSEL 

A. Kullanılan Malzemeler 

Bakteri üremesi için kullanılan Nutrient Broth ve Nutrient Agar (Merck); Duyarlılık sonuçlarının etkisini 

belirlemek için standart antimikrobiyotik olarak Kanamisin (Sigma Ald.'den, Km)  ve antifungal olarak 

sikloheksimid (Sigma Ald.'den, Cy) kullanıldı. Fosfazen türevlerinin minimuminhibitörkonsantrasyonu (MİK) ve 

minimum sidal konsantrasyonu (MSK), üç farklı insan patojenine (Escherichia coli W3110, Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 ve Candida albicans ATCC 10231) karşı belirlendi.E. coli (W3110), S. aureus (ATCC 

25923) ve C. albicans (ATCC 10231), American Type Culture Collection'dan elde edildi. 

B. Yöntem 

Fosfazen türevlerinin minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) ve minimum sidal konsantrasyon (MSK) 

değerleri, mikrodilüsyon tekniği kullanılarak belirlendi [9]. Verimlerinin çok düşük olması nedeni ile fosfazen 

türevleri (5- 12)’nin antimikrobiyal aktivitesi sadece E. coli W3110, S. aureus ATCC 25923 ve C. albicans ATCC 

10231'e karşı test edilebildi. Antibakteriyel aktivite çalışmaları için E. coli W3110 ve S. aureus ATCC 25923 

suşlarının seçilme sebebi, hem bakterilerde iki temel sınıf olan Gram negatif ve Gram pozitif bakterileri temsil 

etmeleri hem de hastalık etmeni olmalarından dolayı referans niteliği taşımalarıdır. Ökaryot bir mikroorganizma 

olan maya suşu (C. albicans ATCC 10231)’nin seçilme sebebi ise bileşiklerin ileride kemoterapötik ajan olarak 

kullanılabilme olasılığı olduğunda insanlardaki etkisini incelemek içindir. 

Minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) ve minimum sidal konsantrasyonu (MSK), her maddenin iki 

farklı konsantrasyonu kullanılarak mikroplakalarda (Nest) ½ seri seyreltme ile belirlendi [17]. Bileşikler (5-8 ve 

12)’nin stok çözeltileri su ile hazırlandı. Sudaki çözünürlüklerinin çok düşük olması nedeni ile bileşikler (9, 10 ve 

11)’in stok çözeltileri dimetil sülfoksit (DMSO)’da hazırlandı. Bileşikler, 20 mg/mL 'lik bir konsantrasyonda 

hazırlandı ve MİK testleri için kullanıldı.  
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Ön kültürleri hazırlamak için, her bir mikroorganizma, çalkalanarak 160 rpm'de 18 saat boyunca 37 °C'de 

5 mL besin açısından zengin et suyu (LB, Luria Bertani ) ortamında inkübe edildi. İnkübasyondan sonra bakteri 

yoğunluğu, bir spektrofotometre cihazı (Thermo Scientific GENESYS 150 Vis/UV-) kullanılarak OD600'de 0.1 

absorbansa ayarlandı ve ardından gerekli kültür, 400 µL bakteri ile 60 mL steril LB brot içinde hazırlandı. Bu 

kültürden, 96 kuyulu plakanın ilk kuyucuğuna 180 µL veya 170 µL kültür ve diğer kuyucuklara 100 µL kültür 

ilave edildi. Toplam 200 µL hacmini tamamlamak için 180 µL ve 170 µL bakteri kültürü içeren ilk kuyucuklara 

20 µL ve 30 µL fosfazen bileşiği ilave edildive 12 kuyucukta ½ seri seyreltme yapıldı. Mikroplaklar 37 oC'de 18 

saat inkübe edildi ve ertesi gün MİK değerleri belirlendi [17]. Ayrıca bileşiklerin sidal etkilerini belirlemek için 

üremenin gözlenmediği kuyucuklardan 10 µL kültür alınarak LB agar içeren ortama damlatıldı. Daha sonra plaklar 

37 oC 'de 18 saat inkübe edildi ve ertesi gün MSK değerleri belirlendi. Deneyler en az 3 kez tekrarlandı. 

III. TARTIŞMA VE SONUÇ 

A. Bileşiklerin Sentezi ve Yapısal Karakterizasyonu  

THF, asetonitril, kloroform ve n-hekzan/diklorometan (5:2) çözelti karışımı içerisinde, 0 °C’de ve oda 

sıcaklığında, bir, iki ve üç eşmolar oranlarda alifatik diaminler [NH2-(CH2)n-NH2; n=2, 3 ve 5] ile N3P3Cl6 (1)’in 

tepkimeleri sonucunda amino-sübstitüe siklofosfazen bileşikleri (5-12) sentezlenmiştir (Şekil 1):Mono-spiro, 

N3P3[NH(CH2)2NH2]Cl4 (5, %75); bis-spiro, N3P3[NH(CH2)2NH2] 2Cl2 (6, %67); tri-spiro, N3P3[NH(CH2)2NH2]3 

(7, %53); bis-spiro, N3P3[NH(CH2)3NH2]2Cl2 (8, %60); tris-spiro, N3P3[NH(CH2)3NH2]3 (9, %48); Mono-ansa, 

N3P3Cl4[NH(CH2)5NH (10, %12); spiro-ansa, N3P3 [NH(CH2)5NH]2Cl2 (11, %9); ve bis-bino, N3P3Cl4 

[NH(CH2)5NH]2N3P3Cl4 (12, % 12) türevi. Sentezlenen fosfazen türevlerinden 10, 11 ve 12 numaralı bileşiklerin 

sentezi araştırma grubumuz tarafından ilk defa gerçekleştirilmiş ve yapıları yine grubumuz tarafından 

aydınlatılmıştır [20,27]. Diğer fosfazen türevleri (5-9), farklı araştırma grupları tarafından rapor edilmiştir [22-26, 

32].Sentezlenen tüm fosfazen türevleri (5-12), diklorometan, kloroform, dimetilformamid ve DMSO gibi yaygın 

olarak kullanılan organik polar çözücülerde çözünmektedir. Ayrıca, bu türevler su içerisinde de önemli ölçüde 

çözünebilmektedir. Sentezlenen bileşiklerin yapısı; literatürde element analizi ve spektroskopik yöntemler (LC-

MS, FT-IR, 1H ve 31P NMR) ile aydınlatılmıştır [20, 22-26]. 

B. Sentezlenen Bileşiklerin (5-12) Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi 

Son yıllarda yapılan çalışmalardan halkalı trimerik fosfazen türevlerinin çeşitli kanser hücrelerine karşı 

önemli sitotoksik ve anti-kanser aktivite gösterdiği [11-15] ve çeşitli bakteri ve mantarlara karşı antimikrobiyal 

etkiye sahip olduğu [33] görülmektedir. Bu konuda yapılan çalışmalardan elde edilen sonuçlar, yeni biyoaktif 

halkalı trimerik fosfazen türevlerinin sentezlenmesine ve geliştirilmesine önemli ölçüde katkı sağlamaktadır [5-

10]. Fosfazen türevleri (5-12)’nin minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) ve minimum sidal konsantrasyonu 

(MSK), Escherichia coli W3110, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Candida albicans ATCC 10231 olmak 

üzere üç farklı insan patojenine karşı broth mikrodilüsyon tekniği [9] kullanılarak belirlendi; Diamino ikameli 

siklotrifosfazen türevlerinin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri için belirlenen minimum inhibitör 

konsantrasyon (MİK) ve minimum sidal konsantrasyon (MSK) değerleri Tablo 1'de görülmektedir. 

Buna göre, 1,3-propan-diamin'den elde edilen bis-spiro siklo-fosfazen türevi (8), çalışılan 

mikroorganizmalar üzerinde en düşük MİK (0.39-0.47 mg/mL) ve MSK değerlerine (0.39-0.47 mg/mL) sahiptir. 

1,5-pentan-diaminden sentezlenen çift köprülü bino-fosfazen türevi (12) ise en yüksek MİK (31.25 – 37.5 mg/mL) 

ve MSK (37 – 70 mg/mL) değerlerine sahiptir. 
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Tablo 1. Diamino ikameli halkalı trifosfazen türevlerinin MİK ve MSK değerleri (mg/mL) 

Bileşikler 
Gram negatif Gram pozitif Ökaryot 

E. coli S. aureus C. albicans 

 MİK MSK MİK MSK MİK MSK 

5 2.33 2.33 0.58 0.58 1.16 1.16 

6 6.13 6.13 9.19 9.19 4.59 6.13 

7 2.05 2.05 2.74 4.10 2.05 2.05 

8 0.47 0.47 0.39 0.47 0.39 0.47 

9 1.2 >1.5 1.5 >1.5 0.75 >1.2 

10 1 >2 1 2 0.5 >2 

11 0.88 >1.09 0.88 >1.09 0.44 1.09 

12 31.25 37.50 25 50 37.5 >75 

Km 0.002 0.002 0.001 0.001 NT NT 

Cy NT NT NT NT > 0.1 > 0.1 

DMSO 125 500 250 500 75 125 

Dipnot: NT: Test Edilmedi; Km: Kanamisin; Cy: Siklohekzemid 

Buna karşılık 1,2-etan-diamin'den türetilen dispiro- (6 ve 8) fosfazen türevleri karşılaştırıldığında bileşik 

(6)’nın şaşırtıcı derecede yüksek MİK değerlerine (4.9-9.19 mg/mL) sahip olduğu görülmektedir. Sübstitüe-1,2-

etan diamin dispiro-fosfazen bileşiği (6)’nın MİK değerlerinin, diğer homolog seri 1,2- mono-spiro- (5) ve 1,2-

tris-spiro- (7) fosfazen türevlerinden daha yüksek olması da düşündürücüdür. Öte yandan, Gram pozitif bir bakteri 

olan S. aureus'un bileşik (5)'e duyarlı (MİK değeri, 0.58 mg/mL) ve bileşik (6)'ya oldukça dirençli (MİK değeri, 

9.19 mg/mL) olması da dikkat çekmektedir. Ayrıca, bileşik (7), diğer mikroorganizmalar üzerinde çok farklı bir 

etkiye sahip değilken bileşik (5 ve 6)’nın üç mikroorganizma üzerinde oldukça farklı bir etki gösterdiği 

görülmektedir. Özellikle, Gram-pozitif bir bakteri olan S. aureus, 0.58 mg/mL MİK değeri ile bileşik (5)'e karşı 

oldukça duyarlıdır. Ancak, bileşik (6), 9.19 mg/mL MİK değeri ile oldukça dirençlilik sergilemektedir. 

Halkalı trimerik fosfazen türevleri ile yapılan bir çalışmada başlangıç bileşiği olan N3P3Cl6 (1)’in farklı 

organizmalara karşı MİK değeri 0.013-0.054 mg/mL olarak belirlenmiştir [9]. Bu MİK değerleri, fosfazen türevleri 

(5-12)’nin MİK değerleri ile karşılaştırıldığında, N3P3Cl6 (1)’in daha etkili olduğunu göstermektedir. Çizelgeden 

de görüleceği üzere, sentezlenen halkalı trimerik fosfazen türevleri (5-12) arasında en düşük MİK değerlerine sahip 

olan türevler bileşik (9 ve 12)’dir. Standart antibiyotiklerle karşılaştırıldığında bileşik (4) tüm mikroorganizmalar 

üzerinde antibiyotikler kadar etkili olduğu görülmektedir. Bileşikler 3 (0.5-1.31 mg/mL), 5 (0.47-0.78 mg/mL), 7 

(1.87-5 mg/mL), 8 (2.06-3.3 mg/mL) ve 10 (1.52-4.06 mg/mL)’un antimikrobiyal etkisi başlangıç bileşiği 

N3P3Cl6 (1)’e göre daha düşüktür. Bileşik (7 ve 8), sentezlenen diğer bileşiklerden farklı olarak Gram-negatif 

bakteri olan E. coli ve ökaryot C. albicans üzerinde sidal etki gösterirken, Gram-pozitif bakteri olan S. aureus 

üzerinde statik etki göstermektedir. 

Fosfazenler üzerinde yapılan bazı çalışmalarda N/O [4], 4-floro-benzil [5] ve ferrosenil [6] grupları 

taşıyan fosfazen türevlerinin Gram-pozitif, Gram-negatif ve ökaryotlar üzerinde etkili olduğu kanıtlanmıştır. 

Toplam 8 mikroorganizma ile yapılan bir başka çalışmada N/O sübstitüe spiro-siklotrifosfazen türevlerinin 

mikroorganizmalar üzerinde etkili olmadığı görülmektedir [7]. Mono-ferrosenilspirosiklotetrafosfazen türevleri 

ile yapılan bir çalışmada ise bileşiklerin oldukça yüksek antikandidal etkiye sahip olduğu görülmektedir [8]. 

Çizelge incelendiğinde, bu çalışmada yer alan fosfazen türevleri (5-12)’nin, tüm mikroorganizmalar 

üzerinde etkili olduğu belirlendi. Bileşik 12 ve 5 hariç diğer bileşiklerin ökaryotik mikroorganizma (C. albicans) 

üzerinde prokaryotik mikroorganizmalara (E. coli ve S. aureus) göre daha etkili olduğu anlaşılmaktadır.Bileşik 

12’nin standart organizmalara karşı belirlenen yüksek MİK ve MSK değerleri, önemli bir antimikrobiyal aktiviteye 

sahip olmadığını gösterdi. Bileşik 5'inise MİK ve MSK değerleri, özellikle Gram pozitif bakterilere antibiyotikler 

kadar etkili olduğunu gösterdi. Değerlendirilen bileşikler arasında; antimikrobiyal ajan olmak için,bileşik5 iyi bir 

aday olarak görünmektedir. 
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