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Hekzaklorosiklotrifosfazen [halkali trimer, (N=PCls)s, N3PsClg)] (1)'in alifatik primer diaminler [NH2-(CH2)-
NH2; n=2, 3 ve 5] ile tepkimelerinden bir mono-spiro (5); bir mono-ansa (10); iki dispiro (6 ve 8); bir spiro-ansa
(112); iki tri-spiro (7 ve 9); ve bir tri-bino (12) tiirevi sentezlendi. Elde edilen fosfazen tiirevleri (5-12)’nin yapisi
uygulanabilir spektroskopik yoéntemler ( LC-MS, FT-IR, *H ve 3'P NMR) ile aydinlatildi.

Bilesikler (5-12)’in antimikrobiyal aktivitesi, ii¢ farkli insan patojenine karsi (Escherichia coli W3110,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Candida albicans ATCC 10231) Minimum Inhibitér Konsantrasyon
(MIK) ve Minimum Sidal Konsantrasyon (MSK) degerlerinin belirlenmesi igin mikrodiliisyon teknigi kullamlarak
incelendi. Elde edilen sonuglar, fosfazen tiirevleri (5-12)’nin belirtilen mikroorganizmalara karsi 6nemli
aktivitelere sahip oldugunu gosterdi.

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=PCls)s, N3PsCls)] (1)with aliphatic
primary diamines, [NH2-(CH.),-NHa; n=2, 3 and 5],0ne 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, *H and 3P 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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. GIRIS

Halkal1 fosfazen tiirevleri, bilim ve teknolojide sahip olduklari genis uygulama alanlari nedeniyle
inorganik halkal1 bilesikler sinifinin 6nemli bir ailesini olusturmaktadir [1]. Fosfor-klor bagina sahip olan halkali
fosfazen bilesikleri [(N=PCl;)n (n=3, 4, 5, ...)] sentez kimyada olduk¢a 6nemlidir. Cl-atomlarinin farkli gruplar
(R) ile niikleofilik siibstitiisyon tepkimelerinden yeni halkali fosfazen tiirevleri [(N=PCl;)n] hazirlanabilmekte ve
fosfor atomu ve/veya atomlarina baglanan inorganik, organik veya organometalik grubun tipine ve fosfazen
halkasinin boyutuna gore olusan bilesikler farkli 6zelliklere sahip olabilmektedir [1-4]. N3P3Clg bilesiginin mono-,
di-, tri- ve tetrafonksiyonel reaktifler ile niikleofilik siibstitiisyon tepkimeleri, agik zincir, spiro-, ansa-, spiro-ansa-
ve bino-tipi halkali trimerik fosfazen tiirevlerini vermekte, stereo- ve regio-selektif iiriinlerin olusumuna neden
olmaktadir. Farkli yan gruplarin varligi ve siklofosfazen halkasinin boyutu, bilesiklerin kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerini belirler [2-37]. Biyoaktif halkali trimerik fosfazen bilesiklerinin sentezlenmesi ve gelistirilmesi;
kanser, mikrobiyal ve mantar gibi cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in yeni ve etkili ila¢ adaylarinin aragtirilmasinda
umut verici bir yaklagim olarak kabul edilmektedir [5—10]. Son yillarda halkali trimer N3P3Cls (1)’den elde edilen
fosfazen tiirevlerinin, HT-29 (insan kolon adenokarsinomu), Hep2 (insan epidermoid larinks karsinomu), HeLa
(insan servikal adenokarsinomu), LNCaP ve PC-3 (insan prostat karsinomu), MCF7 (insan meme kanseri), HL-60
(insan promiyelositik 16semi), A549 (insan akciger adenokarsinomu) ve HCV29T (idrar kesesi kanseri) gibi yaygin
kanser hastaliklar1 ile baglantili kanser hiicrelerine karsi antikanser ve sitotoksik aktivite gostermesi dikkat
cekmektedir [11-15]. Ornegin, bir calismada, aziridin-tag siibstitiie halkali fosfazenlerin DNA zincirinde kiriklar
olugturarak kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi goriilmektedir [16]. Ayrica diamin, pirolidin, aziridin,
spermin ve spermidin siibstitiie aminosiklofosfazen tiirevleri, anti-kanser &zelliklerinden dolayi bilinmektedir
[12,18].Bu tiirevler, HT-29, Hep2 ve Vero hiicrelerine kars1 sitotoksisite gostermekte ve ayrica apoptosis kaynakl
hiicre dliimlerini azaltmaktadir [19,15]. Oktapirolidinosiklotetrafosfazen bilesigi ve tamamen fenoksi siibstitiie
yildiz dallz siklotetrafosfazen tiirevinin Cu (II) kompleksi, anti-kanser aktivite sergilemektedir [16,21,22].

Bu ¢aligmada, N3P3Cls (1)’in primer diaminler [NH2-(CH)s-NHz; n=2, 3 ve 5] ile tepkimelerinden
sentezlenen siklofosfazen tiirevleri (5-12) iki bakteri (Escherichia coli W3110 ve Staphylococcus aureus ATCC
25923) ve bir maya (Candida albicans (ATCC 1023) susuna karsi antimikrobiyal aktivitesi incelendi ve gesitli
hastaliklarin tedavisinde kemoterapdtik ajan olarak kullanilabilme olasiliklart arastirildi.
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Sekil 1. N3P3Cls (1)’in alifatik diaminler [NH,-(CH2)nNHy; (n=2, 3 ve 5)] ile tepkimelerinden sentezlenen siklofosfazen tiirevlerinin yapisi
[23-27,34].

Il. DENEYSEL
A. Kullanilan Malzemeler

Bakteri tiremesi i¢in kullanilan Nutrient Broth ve Nutrient Agar (Merck); Duyarlilik sonuglarinin etkisini
belirlemek igin standart antimikrobiyotik olarak Kanamisin (Sigma Ald.'den, Km) ve antifungal olarak
sikloheksimid (Sigma Ald.'den, Cy) kullamldi. Fosfazen tiirevlerinin minimuminhibitérkonsantrasyonu (MIK) ve
minimum sidal konsantrasyonu (MSK), ii¢ farkli insan patojenine (Escherichia coli W3110, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 ve Candida albicans ATCC 10231) kars1 belirlendi.E. coli (W3110), S. aureus (ATCC
25923) ve C. albicans (ATCC 10231), American Type Culture Collection'dan elde edildi.

B. Yontem

Fosfazen tiirevlerinin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) ve minimum sidal konsantrasyon (MSK)
degerleri, mikrodilisyon teknigi kullanilarak belirlendi [9]. Verimlerinin ¢ok disiik olmasi nedeni ile fosfazen
tiirevleri (5- 12)’nin antimikrobiyal aktivitesi sadece E. coli W3110, S. aureus ATCC 25923 ve C. albicans ATCC
10231'e kars1 test edilebildi. Antibakteriyel aktivite ¢aligmalari ig¢in E. coli W3110 ve S. aureus ATCC 25923
suslarinin segilme sebebi, hem bakterilerde iki temel sinif olan Gram negatif ve Gram pozitif bakterileri temsil
etmeleri hem de hastalik etmeni olmalarindan dolayi referans niteligi tasimalaridir. Okaryot bir mikroorganizma
olan maya susu (C. albicans ATCC 10231)’nin se¢ilme sebebi ise bilesiklerin ileride kemoterapdtik ajan olarak
kullanilabilme olasilig1 oldugunda insanlardaki etkisini incelemek igindir.

Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) ve minimum sidal konsantrasyonu (MSK), her maddenin iki
farkli konsantrasyonu kullanilarak mikroplakalarda (Nest) % seri seyreltme ile belirlendi [17]. Bilesikler (5-8 ve
12)’nin stok ¢6zeltileri su ile hazirlandi. Sudaki ¢oziiniirliiklerinin ¢ok diisiik olmasi nedeni ile bilesikler (9, 10 ve
11)’in stok ¢ozeltileri dimetil siilfoksit (DMSO)’da hazirlandi. Bilesikler, 20 mg/mL 'lik bir konsantrasyonda
hazirland1 ve MIK testleri icin kullanildi.
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On Kkiiltiirleri hazirlamak icin, her bir mikroorganizma, calkalanarak 160 rpm'de 18 saat boyunca 37 °C'de
5 mL besin agisindan zengin et suyu (LB, Luria Bertani ) ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bakteri
yogunlugu, bir spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific GENESYS 150 Vis/UV-) kullanilarak OD600'de 0.1
absorbansa ayarlandi ve ardindan gerekli kiiltiir, 400 uL bakteri ile 60 mL steril LB brot i¢inde hazirlandi. Bu
kiiltiirden, 96 kuyulu plakanin ilk kuyucuguna 180 pL veya 170 pL kiiltiir ve diger kuyucuklara 100 pL kiiltiir
ilave edildi. Toplam 200 pL hacmini tamamlamak i¢in 180 uL ve 170 pL bakteri kiiltiirii i¢eren ilk kuyucuklara
20 uL ve 30 uL fosfazen bilesigi ilave edildive 12 kuyucukta Y seri seyreltme yapildi. Mikroplaklar 37 °C'de 18
saat inkiibe edildi ve ertesi giin MIK degerleri belirlendi [17]. Ayrica bilesiklerin sidal etkilerini belirlemek igin
iiremenin gozlenmedigi kuyucuklardan 10 pL kiiltiir alinarak LB agar igeren ortama damlatildi. Daha sonra plaklar
37 °C 'de 18 saat inkiibe edildi ve ertesi giin MSK degerleri belirlendi. Deneyler en az 3 kez tekrarlandi.

I11. TARTISMA VE SONUC
A. Bilesiklerin Sentezi ve Yapisal Karakterizasyonu

THF, asetonitril, kloroform ve n-hekzan/diklorometan (5:2) ¢ozelti karisimi igerisinde, 0 °C’de ve oda
sicakliginda, bir, iki ve li¢c egsmolar oranlarda alifatik diaminler [NH2-(CH2),-NH2; n=2, 3 ve 5] ile N3P3Cls (1)’in
tepkimeleri sonucunda amino-siibstitiie siklofosfazen bilesikleri (5-12) sentezlenmistir (Sekil 1):Mono-spiro,
N3P3[NH(CH2)2NH2]C|4 (5, %75); bis—spiro, N3P3[NH(CH2)2NH2] 2C|2 (6, %67); tri—spiro, N3P3[NH(CH2)2NH2]3
(7, %53); bis-spiro, N3Ps[NH(CH2)sNH-].Cl, (8, %60); tris-spiro, N3Ps[NH(CH-)sNH]s (9, %48); Mono-ansa,
N3P3CINH(CH2)sNH (10, %12); spiro-ansa, N3Pz [NH(CH2)sNH].Cl> (11, %9); ve bis-bino, N3PsCls
[NH(CH2)sNH]2NsPsCls (12, % 12) tiirevi. Sentezlenen fosfazen tiirevlerinden 10, 11 ve 12 numarali bilesiklerin
sentezi arastirma grubumuz tarafindan ilk defa gergeklestirilmis ve yapilart yine grubumuz tarafindan
aydinlatilmistir [20,27]. Diger fosfazen tiirevleri (5-9), farkli aragtirma gruplari tarafindan rapor edilmistir [22-26,
32].Sentezlenen tiim fosfazen tiirevleri (5-12), diklorometan, kloroform, dimetilformamid ve DMSO gibi yaygin
olarak kullanilan organik polar ¢oziiciilerde ¢6ziinmektedir. Ayrica, bu tiirevler su igerisinde de dnemli dlgiide
¢oziinebilmektedir. Sentezlenen bilesiklerin yapisi; literatiirde element analizi ve spektroskopik yontemler (LC-
MS, FT-IR, *H ve 3P NMR) ile aydimlatilmistir [20, 22-26].

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

Son yillarda yapilan ¢aligmalardan halkali trimerik fosfazen tiirevlerinin ¢esitli kanser hiicrelerine karsi
onemli sitotoksik ve anti-kanser aktivite gosterdigi [11-15] ve ¢esitli bakteri ve mantarlara karsi antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu [33] goriilmektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, yeni biyoaktif
halkali trimerik fosfazen tiirevlerinin sentezlenmesine ve gelistirilmesine 6nemli 6lglide katki saglamaktadir [5-
10]. Fosfazen tiirevleri (5-12)’nin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) ve minimum sidal konsantrasyonu
(MSK), Escherichia coli W3110, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Candida albicans ATCC 10231 olmak
tizere ii¢ farkli insan patojenine kargi broth mikrodiliisyon teknigi [9] kullanilarak belirlendi; Diamino ikameli
siklotrifosfazen tiirevlerinin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri igin belirlenen minimum inhibit6r
konsantrasyon (MIK) ve minimum sidal konsantrasyon (MSK) degerleri Tablo 1'de gériilmektedir.

Buna gore, 1,3-propan-diamin'den elde edilen bis-spiro siklo-fosfazen tiirevi (8), c¢aligilan
mikroorganizmalar {izerinde en diisiik MiK (0.39-0.47 mg/mL) ve MSK degerlerine (0.39-0.47 mg/mL) sahiptir.
1,5-pentan-diaminden sentezlenen gift kdpriilii bino-fosfazen tiirevi (12) ise en yiiksek MIK (31.25 — 37.5 mg/mL)
ve MSK (37 — 70 mg/mL) degerlerine sahiptir.
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Tablo 1. Diamino ikameli halkali trifosfazen tiirevlerinin MIK ve MSK degerleri (mg/mL)
Gram negatif Gram pozitif Okaryot
Bilesikler
E. coli S. aureus C. albicans
MIK MSK MIK MSK MIK 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 >15 15 >15 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 karsilik 1,2-etan-diamin'den tiiretilen dispiro- (6 ve 8) fosfazen tiirevleri karsilastirildiginda bilesik
(6)’nin sasirtic1 derecede yiiksek MIK degerlerine (4.9-9.19 mg/mL) sahip oldugu goriilmektedir. Siibstitiie-1,2-
etan diamin dispiro-fosfazen bilesigi (6)’nin MiK degerlerinin, diger homolog seri 1,2- mono-spiro- (5) ve 1,2-
tris-spiro- (7) fosfazen tiirevlerinden daha yiiksek olmasi da diisiindiiriiciidiir. Ote yandan, Gram pozitif bir bakteri
olan S. aureus'un bilesik (5)'e duyarli (MIK degeri, 0.58 mg/mL) ve bilesik (6)'ya oldukea direngli (MIK degeri,
9.19 mg/mL) olmas1 da dikkat ¢ekmektedir. Ayrica, bilesik (7), diger mikroorganizmalar tizerinde ¢ok farkli bir
etkiye sahip degilken bilesik (5 ve 6)’min ii¢ mikroorganizma iizerinde oldukg¢a farkli bir etki gosterdigi
goriilmektedir. Ozellikle, Gram-pozitif bir bakteri olan S. aureus, 0.58 mg/mL MIK degeri ile bilesik (5)'e karst
oldukca duyarlidir. Ancak, bilesik (6), 9.19 mg/mL MIK degeri ile oldukca direnglilik sergilemektedir.

Halkali trimerik fosfazen tiirevleri ile yapilan bir ¢aligmada baslangi¢ bilesigi olan N3P3sClg (1)’in farklh
organizmalara kars1 MiK degeri 0.013-0.054 mg/mL olarak belirlenmistir [9]. Bu MIK degerleri, fosfazen tiirevleri
(5-12)’nin MIK degerleri ile karsilastirldiginda, N3PsClg (1)’in daha etkili oldugunu gostermektedir. Cizelgeden
de goriilecegi iizere, sentezlenen halkali trimerik fosfazen tiirevleri (5-12) arasinda en diisiik MiK degerlerine sahip
olan tiirevler bilesik (9 ve 12)’dir. Standart antibiyotiklerle karsilastirildiginda bilesik (4) tiim mikroorganizmalar
tizerinde antibiyotikler kadar etkili oldugu goriilmektedir. Bilesikler 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 baglangi¢ bilesigi
N3P3Cl6 (1)’e gore daha diisiiktiir. Bilesik (7 ve 8), sentezlenen diger bilesiklerden farkli olarak Gram-negatif
bakteri olan E. coli ve dkaryot C. albicans lizerinde sidal etki gosterirken, Gram-pozitif bakteri olan S. aureus
iizerinde statik etki gostermektedir.

Fosfazenler iizerinde yapilan bazi ¢aligmalarda N/O [4], 4-floro-benzil [5] ve ferrosenil [6] gruplar
tastyan fosfazen tlirevlerinin Gram-pozitif, Gram-negatif ve Okaryotlar iizerinde etkili oldugu kanitlanmustir.
Toplam 8 mikroorganizma ile yapilan bir baska ¢alismada N/O siibstitiie spiro-siklotrifosfazen tiirevlerinin
mikroorganizmalar iizerinde etkili olmadig1 goriilmektedir [7]. Mono-ferrosenilspirosiklotetrafosfazen tiirevleri
ile yapilan bir ¢aligmada ise bilesiklerin oldukga yiiksek antikandidal etkiye sahip oldugu goriilmektedir [8].

Cizelge incelendiginde, bu calismada yer alan fosfazen tiirevleri (5-12)’nin, tim mikroorganizmalar
tizerinde etkili oldugu belirlendi. Bilesik 12 ve 5 harig¢ diger bilesiklerin 6karyotik mikroorganizma (C. albicans)
tizerinde prokaryotik mikroorganizmalara (E. coli ve S. aureus) gore daha etkili oldugu anlagilmaktadir.Bilesik
12’nin standart organizmalara kars1 belirlenen yiiksek MiK ve MSK degerleri, dnemli bir antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmadigin1 gosterdi. Bilesik 5'inise MiK ve MSK degerleri, 6zellikle Gram pozitif bakterilere antibiyotikler
kadar etkili oldugunu gosterdi. Degerlendirilen bilegikler arasinda; antimikrobiyal ajan olmak igin,bilesik5 iyi bir
aday olarak gériinmektedir.
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